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RÉSUMÉ 
La maladie de Parkinson est une maladie neurodégénérative caractérisée par 
la perte progressive de neurones dopaminergiques et par l' agrégation de protéines 
intracellulaires. Une détérioration du stockage de la dopamine serait l' événement 
initiateur de ce trouble neurologique. La protéine L-isoaspartyl-méthyltransférase 
(PIMT) représente l 'un des rares systèmes de réparation des protéines endommagées. 
Elle répare les protéines portant des résidus L-isoaspartyles en favorisant leur retour à 
des résidus aspartyles. L'expression de la PIMT diminue avec l' âge. Son expression 
est également inhibée au niveau des cortex frontaux provenant de rats traités à la 
méthamphétamine, un inhibiteur du stockage vésiculaire de la dopamine. La 
surexpression de la PIMT est associée à une durée de vie plus longue et à une 
protection contre la mort cellulaire induite par un stress oxydatif. 
Le premier objectif de cette étude fut de caractériser la diminution d'expression de la 
PIMT lors du stress oxydatif induit par la dopamine chez les cellules de 
neuroblastome SH-SY5Y. Le traitement à la dopamine a permis d' inhiber 
l'expression de la PIMT au niveau du gène et au niveau de la protéine. L' analyse du 
promoteur du gène de la PIMT (PCMTl) a permis de démontrer sa sensibilité aux 
dérivés réactifs de l' oxygène (ROS) et plus particulièrement aux radicaux hydroxyles. 
Ceci a permis également d'identifier une région résistante à l' action de la dopamine. 
La mort cellulaire et l' inhibition de l'expression de la PIMT, toutes deux induites par 
la dopamine, dépendent de la production des ROS qu'elle génère. La PIMT paraît 
donc comme une cible réprimée lors de la cytotoxicité oxydative associée à la 
dopamine cytosolique. 
Le deuxième objectif de cette étude est de démontrer le caractère anti-
apoptotique de la PIMT lors de la mort cellulaire liée à la dopamine. La surexpression 
de la forme sauvage de la PIMT mais pas sa forme mutante inactive a permis 
d' inhiber le processus apoptotique initié par la dopamine. Cette surexpression a aussi 
inhibé la voie intrinsèque de l' apoptose qui semble impliquée dans ce processus 
apoptotique. La surexpression de la PIMT a aussi permis de complétement inhiber la 
production de ROS liée à la dopamine cytosolique. Ainsi, la PIMT possède une 
propriété anti-apoptotique via son activité catalytique qui permet de protéger contre la 
mort cellulaire. 
L' importance de cette étude réside dans la découverte que l ' inhibition de 
l'expression de la PIMT dans un modèle cellulaire de mort neuronale fait partie d'une 
séquence d' événements liés au processus apoptotique. Ainsi, la PIMT possède une 
activité qui permet de bloquer ce processus en permettant à la cellule de neutraliser le 
stress oxydatif généré par une détérioration des mécanismes de séquestration de la 
dopamine. Donc, la PIMT constituerait une cible thérapeutique dont l' activation 
xvii 
permettrait de ralentir le processus neurodégénératif associé à la maladie de 
Parkinson et de maintenir des niveaux de dopamine qui atténueraient les troubles 
moteurs qui y sont associés. 
Mots clés : PIMT, PCMTl , dopamine, maladie de Parkinson, apoptose. 
CHAPITRE I 
INTRODUCTION 
Les protéines sont continuellement endommagées par différents facteurs 
internes et externes à la cellule. Elles peuvent être endommagées par les dérivés 
réactifs de l'oxygène (ROS), par les dérivés réactifs de l' azote (RNS), et par les 
sucres et aldéhydes (Valko et al. , 2007). Dépendamment de leurs proportions ·dans les 
cellules, les protéines endommagées peuvent affecter une multitude de voies 
cellulaires. Ainsi, ces modifications protéiques peuvent directement moduler 
l'expression de gènes en affectant les facteurs de transcription qui y sont liés. Tous 
ces changements peuvent résulter en l' émergence de troubles au niveau de 
l' organisme (Chondrogianni et al. , 2014). L'oxydation des protéines est une réaction 
très fréquente et est souvent associée au processus du vieillissement par le biais de 
l' inactivation d' enzymes telles que: l' aconitase mitochondriale, la glucose-6-
phosphate-déshydrogénase, ainsi que les enzymes du système de défense antioxydant 
(Ngo et al. , 2013). Il existe un équilibre entre la formation des protéines oxydées et 
leur élimination que ce soit par réparation ou par dégradation (Grune et al., 2001). La 
perte de cet équilibre mène à l'agrégation de ces protéines qui normalement 
n'interagissent pas entre elles. Ce phénomène d'agrégation protéique se fait par la 
formation de complexes oligomériques provenant de protéines non ou mal repliées, 
ainsi que de protéines oxydées. Normalement, les protéines agrégées ou réticulées 
sont dégradées par autophagocytose via les lysosomes afin d'éviter l'apparition des 
troubles qui sont associés à leur accumulation (Renner et Melki, 2014). 
Dans la majorité des cas, la cellule élimine les protéines modifiées par 
dégradation, ce qui explique la rareté des systèmes de réparation des protéines. Le 
• 
2 
premier système connu de réparation de protéines est lié à l' oxydation de celles-ci et 
consiste à ramener les résidus de cystéine et méthionine oxydés à leur forme réduite. 
Ce système de réparation inclut les formes réduites de petites protéines telles que la 
thioredoxine et la glutaredoxine qui elles-mêmes, une fois oxydées, sont réduites par 
la thioredoxine-réductase et par la glutathion/disulfure-réductase, respectivement 
(Stadtman et al., 2002). Récemment, trois autres systèmes de réparation de protéines 
ont été mis en lumière. D'abord, l'action de la méthionine sulfoxyde-réductase (Msr) 
dans la réduction des sulfoxydes des résidus de méthionine au niveau des protéines 
(Kim, 2013). Deuxièmement, l'action d' anti-glycation de la fructosamine-3-kinase 
(FNK) dans la phosphorylation des résidus de fructosamine liés aux protéines (Ott et 
al., 2014). Cette phosphorylation mène à l' instabilité des résidus fructosamines qui 
finalement se détachent des protéines. Finalement, l' action de la protéine L-
isoaspartyl-méthyltransférase (PIMT) dans la conversion des résidus isoaspartyles en 
L-aspartyles. Les résidus isoaspartyles sont le résultat d'une réaction spontanée qui se 
déroule à partir des résidus d' aspartate et d' asparagine au niveau des protéines 
(Desrosiers et Fanélus, 2011). La dégradation protéique est une fonction essentielle à 
l'équilibre et à la survie cellulaires. Cette fonction est majoritairement menée par le 
lysosome et le protéasome. Ce dernier représente un système protéolytique sélectif 
alors que le lysosome représente un système protéolytique non-sélectif. Une 
défaillance au niveau des systèmes protéolytiques peut être à l' origine de plusieurs 
maladies, plus particulièrement les maladies neurodégénératives telles que la maladie 
d' Alzheimer, la maladie de Huntington, et la maladie de Parkinson (Matsuda et 
Tanaka, 2010). 
1.1 Les modifications protéiques non-spontanées 
Le niveau de modifications des protéines dépend de plusieurs facteurs qm 
inclue.rit la structure protéique, la localisation des composés réactifs par rapport à la 
protéine, ainsi que le type et la quantité d'antioxydants présents (Grune, 2000). Les 
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protéines peuvent être endommagées par les ROS, les RNS, et par les sucres et les 
aldéhydes. 
1.1.1 Les modifications protéiques causées par les stress oxydatif et nitrosatif 
Les ROS et les RNS sont des sous-produits provenant des réactions 
métaboliques et des processus de transfert d' énergie chez les organismes aérobiques. 
Ce sont des molécules hautement réactives qui incluent principalement les anions 
superoxydes (02-), le peroxyde d'hydrogène (H20 2), les radicaux hydroxyles (OH-) et 
l'oxyde nitrique (NO) (Valdez et al. , 2000). Ils sont requis à des petites 
concentrations pour des fonctions au niveau des voies de signalisation cellulaires et 
dans les mécanismes de défense contre les pathogènes (Dworakowski et al. , 2006). 
Lorsqu'ils sont présents à des concentrations élevées, les ROS et les RNS causent des 
stress oxydatif et nitrosatif, respectivement, qui peuvent causer des dommages au 
niveau des macromolécules. Les ROS et RNS sont soupçonnés d' être à l ' origine de 
plusieurs maladies telles que les troubles neurologiques et la cataracte (Griffiths et 
al. , 2014). 
Les modifications dues à un stress oxydatif sont induites soit directement par 
les dérivés réactifs eux-mêmes, soit indirectement via un sous-produit issu d'une 
réaction secondaire au stress oxydatif (Chondrogianni et al. , 2014). Certains acides 
aminés tels que l' histidine, la méthionine, la leucine, le tryptophane, la phénylalanine, 
et la tyrosine sont plus susceptible aux modifications primaires oxydatives que 
d' autres acides aminés (Kasson et Barry, 2012). La modification protéique oxydative 
la plus fréquente est représentée par la formation de dérivés carbonyles lorsque 
l' oxydation se déroule à des sites occupés par des résidus arginine, lysine, proline et 
thréonine (Amici et al. , 1989). Aussi, l' oxydation des groupements sulfhydriles des 
cystéines peut mener à la formation de ponts disulfures intra- et intermoléculaires 
(Stadtman, 2006). Les modifications protéiques oxydatives secondaires sont basées 
sur la réaction de protéines avec des lipides (plus spécifiquement les lipides insaturés) 
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ou des sucres eux-mêmes oxydés (Esterbauer et al., 1991). Ceci peut mener à 
l' inactivation de la protéine due à un changement de conformation (Friguet et al., 
1994a,b) ou directement à une fragmentation du squelette peptidique ou des 
réticulations intra- ou intermoléculaires (Stadtman, 2006). 
Les RNS sont principalement représentés par l' oxyde nitrique, le peroxynitrite 
(N03-), et le nitrite (N02-) qui peuvent engendrer plusieurs autres intermédiaires 
d'azote. La modification la plus importante causée par les RNS est l' oxydation de la 
chaîne latérale d'un résidu tyrosine au niveau d'une protéine empêchant ainsi la 
phosphorylation ou l'adénylation de ce résidu qui sont tous deux nécessaires pour la 
régulation de certaines voies cellulaires (Stadtman, 2004). En plus, le NO réagit avec 
les groupements thiols au niveau des protéines lors d'une réaction de S-nitrosylation 
et perturbe les domaines "Zn-finger" au nivea_u de protéines importantes tel que NF-
KB AP-1 (Halloran et al., 2013). 
1.1.2 Les modifications protéiques causées par les sucres et aldéhydes 
Le processus de glycoxydation est un processus non-enzymatique de 
modification de protéines. Il se déroule via la réaction de Maillard durant laquelle les 
groupes réducteurs des sucres ou d ' aldéhydes réagissent avec les groupements amines 
au niveau des protéines aboutissant ainsi à des composées appelés produits finaux de 
la glycation avancée (AGEs) (Cho et al. , 2007). Les agents de glycation sont souvent 
des aldéhydes qui sont des intermédiaires issus des voies métaboliques du glucose 
tels que le methylglyoxal, et qui réagissent avec les protéines (avec une préférence 
pour les résidus arginines) afin de former des AGEs qui sont prédominants au niveau 
du vieillissement et du diabète (Onorato et al., 1998). 
1.2. Les modifications protéiques spontanées 
À travers le temps, les protéines peuvent subir des modifications spontanées 
telles que la désamination, l' isomérisation, et la racémisation des résidus 
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asparaginyles et aspartyles (Clarke, 2003). Malgré la présence d'autres acides aminés 
dans des formes isomériques anormales telles que la présence de la cis-proline 
(Schiene et Fischer, 2000), les résidus asparaginyles et aspartyles représentent les 
substrats majeurs des réactions de désamination et d ' isomérisation spontanées. 
1.2.1 Formation des résidus isoaspartyles 
L' existence des résidus isoaspartyles était connue bien avant qu'ils soient 
identifiés comme une conséquence d 'une modification protéique. Ainsi, leur 
découverte remonte au début des années 1960s due au fait qu ' ils bloquaient la 
progression de la réaction de séquençage d 'Edman à cause du lien peptidique de type 
~ qu' ils forment (Smyth et al. , 1963). Aussi, il fut difficile de synthétiser des 
peptides contenant la séquence Asn-Gly à cause de la capacité de ce site de subir une 
désamination (Ondetti et al., 1968). La réaction qui aboutit à la formation des résidus 
isoaspartyles débute par une attaque nucléophile de la part du groupement amine 
impliqué dans la formation du lien peptidique sur le groupement carbonyle de la 
chaîne latérale (Figure 1.1). Ceci résulte d'une désamination ou d' une déshydratation 
des résidus asparaginyles ou des résidus aspartyles, respectivement. Dans les deux 
cas, il y a formation d'un intermédiaire succinimide à cinq cotés. Ce dernier étant 
instable chimiquement et d'une courte demi-vie (4 heures dans des conditions 
physiologiques) s 'hydrolyse pour aboutir à un mélange de résidus aspartyles (30 %) 
et de résidus isoaspartyles (70 %) (Geiger et Clarke, 1987; Patel et Brochardt, 1990; 
Tyler-Cross et Schirch, 1991). La préférence de l'intermédiaire à s'hydrolyser en 
résidus isoaspartyls est due à son asymétrie structurale (Brennan et Clarke, 1995). 
L' intermédiaire succinimide peut être sujet à une racémisation afin de former des 
résidus D-aspartyls et D-isoaspartyls (Radkiewicz et al. , 1996). Les résidus 
glutamyles et glutaminyles peuvent aussi subir ce type de réaction mais à des vitesses 
moindres (Cla:ke, 2003). Des résidus aspartyles peuvent également être générés par 
une attaque nucléophile d'une molécule d'eau sur le groupement amide de la chaîne 
latérale d'un résidu asparaginyl. Cependant, à pH neutre, la vitesse de cette réaction 
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est beaucoup plus petite que celle de la voie de l'intermédiaire succinimide (C larke 
2003). 
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Figure 1.1 Formation spontanée des résidus isoaspartyles. 
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Les résidus isoaspartyles sont formés par désamination et par déshydratation des 
résidus asparaginyles et aspartyles, respectivement. Cette réaction passe par la 
formation d ' un intermédiaire succinimide chimiquement instable qui favorise la 
format ion des résidus isoaspartyles. Illustration modifiée de Reissner et Aswad 
(2003). 
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La formation des résidus isoaspartyles est influencée par plusieurs facteurs. Tout 
d'abord elle est influencée par la structure primaire de la protéine. Dans le cas d'une 
même séquence, les résidus asparaginyles sont dix fois plus rapides à former des 
résidus isoaspartyles que les résidus aspartyles (Stephenson et Clarke, 1989). Aussi, 
l'identité de l' acide aminé précédent le résidu aspartyle ou asparaginyle (Asx) dans la 
séquence n'a aucune influence sur la capacité de former des résidus isoaspartyles. Par 
contre, les résidus d' isoaspartate sont plus facilement formés lorsque l' acide aminé 
suivant le résidu Asx dans la séquence est un acide aminé hydrophile avec une petite 
chaîne latérale (glycine, sérine, histidine). Les acides aminés de taille volumineuse et 
hydrophobes suivant un résidu Asx dans la séquence ne facilitent pas la formation des 
résidus isoaspartyles (Robinson et Robinson, 2001). Finalement, la formation des 
résidus isoaspartyles est influencée par les structures secondaire et tertiaire d' une 
protéine puisque il est plus probable de les trouver dans les régions flexibles d'une 
protéine que dans les structures secondaires telles que les hélices a et les feuillets p 
(Xie et Schowen, 1999). Ainsi, les résidus aspartyles et asparaginyles sont 
généralement arrangés au niveau de la structure tridimensionnelle d'une protéine, 
d'une façon qui ne facilite pas la formation des résidus isoaspartyles. Cette 
conformation implique que l' atome de carbone du groupement carbonyle de la chaîne 
latérale est hors de portée de l'atome d'azote du lien peptidique et que ce dernier est 
généralement orienté du côté opposé de la chaîne latérale (Clarke, 1987). Les 
conditions favorisant une augmentation de la flexibilité des protéines telles qu'un 
choc thermique (Ladino et O'connor, 1992) ou des stress photochimique (D' Angelo 
et al., 2001) et oxydatif (Ingrosso et al. , 2000, 2002) sont associés à une 
accumulation des résidus isoaspartyles. 
En plus, les résidus isoaspartyles furent identifiés in vivo, la formation de ces 
derniers a été démontrée in vitro dans des conditions physiologiques de pH et de 
température (Johnson et Aswad, 1995). L'accumulation de ces résidus a varié entre 
zéro et 1.5 mol de résidus isoaspartyles par mole de protéine. Ainsi, les protéines 
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formant des résidus isoaspartyles in vitro incluent la calmoduline (Johnson et al., 
1985), l'activateur tissulaire du plasminogène (Paranandi et al., 1994), la tubuline 
(Najbauer et al. , 1996), l'hormone de croissance humaine (Johnson et al., 1989), la 
sérine-hydroxyméthyltransférase (Artigues et al., 1990), l' angiogénine (Hallahan et 
al., 1992) ainsi que la synapsine 1. Cette derniére représente la protéine accumulant le 
plus de résidus isoaspartyles avec 1.3 mol par mole de protéine en seulement 22 jours 
(Paranandi et Aswad, 1995). La synapsine I est localisée au niveau des vésicules 
synaptiques auxquelles elle est associée et dont le rôle supposé est de réguler la 
disponibilité des vésicules pré-synaptiques (Hilfiker et al., 1999). 
1.2.2 Conséquences de l'accumulation des résidus isoaspartyles sur la fonction 
des protéines 
Le consensus concernant l' accumulation des résidus isoaspartyles au sem 
d'une protéine est qu'elle module de façon négative la fonction de cette dernière à 
cause du changement de conformation dû au changement de position du lien 
peptidique (Desrosiers et Fanélus, 2011). Ainsi, l'exemple le plus connu est celui des 
protéines cristallines aA et aB qui subissent des désaminations au niveau de résidus 
asparaginyles. Ceci induit des changements majeurs au niveau de la structure et de la 
fonction de ces protéines (Gupta et Srivastava, 2004 a,b). Cependant daris des cas 
plus rares, la formation de résidus isoaspartyles au niveau d 'une protéine lui confère 
une nouvelle fonction. Ceci est le cas de la protéine-kinase A dépendante de l' AMPc 
(PKA) qui est une kinase tétramérique composée de deux sous-unités régulatrices et 
de deux sous-unités catalytiques (C). Cette dernière existe sous trois variantes dont 
deux (Ca et C~) présentent dans 30 % des cas une désamination du résidu 
asparaginyle en position 2, in vivo (Kinzel et al., 2000). Cette désamination N-
terminale favorise une localisation cytosolique de la sous-unité catalytique de la PKA 
en ayant pour effet de réduire le taux de phosphorylation de ses substrats nucléaires 
tels que les facteurs de transcription de la famille CREB (Pepperkok et al. , 2000). Il y 
a aussi le cas des fibronectines qui sont des protéines adhésives de la matrice 
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extracellulaire qui ont pour fonction d'attacher les cellules via leurs interactions avec 
les intégrines. La formation d 'un résidu isoaspartyle à la suite de la désamination 
d'un résidu asparaginyle en position 263 dans la région N-terminale de la fibronectine 
crée un site de liaison avec l' intégrine av~3 (Cumis et al. , 2006). Cette interaction est 
supposée activer les voies de signalisation dépendantes de l' intégrine av~3 qui 
mèneraient à la fortification de l' attachement des cellules à la matrice extracellulaire. 
1.3 Systèmes de maintien et de réparation des protéines 
Alors que l' ADN possède un grand nombre d'enzymes de réparation et de 
voies de défense contre les dommages provenant de différents stress, le contrôle de la 
qualité des protéines est quant à lui basé sur l'élimination des protéines anormalement 
modifiées. Cette élimination est basée sur la dégradation de ces protéines et donc, il 
n'existe pas une multitude de systèmes de réparation des protéines. Ceux-ci incluent : 
(i) la réduction des ponts disulfures et de l'acide sulfénique issus du stress oxydatif 
par les formes réduites d'enzymes de petites tailles telle que la thioredoxine et la 
glutaredoxine, (ii) la réduction du sulfoxyde de méthionine au sein d'une protéine par 
les membre de la famille des Msrs, (iii) la phosphorylation des résidus fructosamines 
par la FNK afin de les détacher des protéines qu ' ils modifient, (iv) la méthylation des 
résidus L-isoaspartyles et D-aspartyles par la PIMT afin de les convertir en résidus L-
aspartyles (Chondrogianni et al., 2014). 
1.3.1 Protéine L-isoaspartyl méthyltransférase (PIMT) 
La PIMT (EC 2.1.1. 77) est une enzyme réparatrice des résidus isoaspartyles 
en transférant un groupement méthyl provenant de la S-adénosyl-L-méthionine 
(AdoMet) à des groupements carboxyles libres des résidus aspartyles anormaux 
(Clarke, 2003). La PIMT est une enzyme omniprésente qui est exprimée dans les 
êtres vivants allant des bactéries aux mammifères. La forme humaine de la PIMT est 
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monomérique composée de 226 acides aminées et d'un poids moléculaire de 24.5 
kDa (Ingrosso et al., 1989). La structure cristalline de la forme humaine de la PIMT a 
été obtenue à une résolution de 1.6 A en présence de la S-adénosine-L-homocystéine 
(AdoHcy) (Figure 1.2). Ceci a permis d' identifier trois domaines impliqués dans la 
liaison à l' AdoMet. Ces domaines sont riches en glycines conservées à travers 
l'évolution (Smith et al., 2002). Vue que la forme humaine de la PIMT n'a pas encore 
été cristallisée en présence d' un substrat peptidique, l' identification des résidus 
impliqués dans le mécanisme catalytique n'a pas été réalisée. Cependant, un mutant 
catalytique de la forme humaine de la PIMT a été généré par mutagénèse dirigée lors 
d'une étude. Ce mutant dont le résidu aspartyle à la position 83 a été substitué pur un 
résidu valine a mené à l'accumulation de protéines portant des résidus isoaspartyle 
durant le stress oxydatif (Cimmino et al., 2008). La forme humaine de la PIMT subit 
une modification post-traductionnelle. Elle est acétylée sur l'alanine N-terminale 
(Figure 1.3). 
Il existe un seul gène codant pour la forme humaine de la PIMT et qui est 
localisé au niveau du chromosome 6. Le gène humain de la PIMT possède une taille 
de 60 kb et est composé de huit exons alternés par sept introns. L'analyse du 
promoteur a permis de localiser le principal site d'initiation de la transcription et qui 
se trouve à 159 pb en amont du codon d' initiation de la traduction. Ce promoteur ne 
possède pas de boîte TA TA mais possède des îles CpG qui englobent une vaste partie 
du promoteur allant de 723 pb en amont du site principal d' initiation de la 
transcription jusqu'à une partie de premier intron (De Vry et al., 1996) (Figure 1.4). 
Le transcrit issu du gène de la PIMT subit un épissage alternatif résultant en deux 
isoformes de la PIMT qui différent au niveau de leurs séquences C-terminales qui 
sont de -RWK ou de -RDEL pour les formes basique et acide, respectivement 
(MacLaren et al., 1992). 
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Figure 1.2 Structure cristalline de la forme humaine de la PIMT. 
La forme humaine de la PIMT cristallisée avec I' AdoHcy est un monomère [Code 
d 'accés = 11 IN (Smith et al., 2002)]. La protéine est composée d'une partie N-
terminale à trois hélices a (en vert) . Ceci est suivi d ' un domaine liant les nucléotides 
formés majoritairement de feuillets~ (en orange) parallèles . 
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Figure 1.3 Structure schématique de la forme humaine de la PIMT. 
La forme humaine de la PIMT est une protéine monomérique de 226 acides aminés. 
Elle contient trois sites impliqués dans la liaison à I' AdoMet. Elle présente une 
acétylation sur l'alanine N-terminale. Illustration modifiée de Desrosiers et Fanélus 
(2011). 
1.3.1.1 Historique de la PIMT 
La première description de la PIMT remonte à 1965, lorsque de I 'AdoMet 
tritiée au niveau du groupement méthyl a été ajoutée à des extraits tissulaires 
provenant de la glande pituitaire et que la libération de méthanol radioactif a été 
observé (Axelrod et Daly, 1965). Huit ans après, deux groupes de recherche ont 
découvert séparément la même activité enzymatique qui catalyse la méthylation des 
groupements carboxyles des chaînes latérales des résidus aspartates et/ou glutamates 
(Liss et al. , 1969; Kim et Paik, 1970). Ce qui lui a valu le nom de protéine-
carboxyméthyltransférase (PCMT). Entre 1975 et 1984, plusieurs groupes de 
recherche ont essayé d'établir une fonction à cette enzyme avec une focalisation sur 
une fonction neuronale (Aswad, 1995). En 1984, le premier substrat de la PIMT a été 
identifié par deux groupes indépendants et qui ont démontré que le groupement 
carboxyle libre en position a d'un résidu isoaspartyle au niveau de la forme 
désaminée de l' adrénocorticotropine (ACTH) représentait un site de méthylation pour 
l' enzyme nommée dorénavant PIMT (Aswad, 1984; Murray et Clarke, 1984). Cette 
découverte a lancé l' idée que cette méthylation est en fin de compte une étape d' un 
mécanisme de réparation/dégradation ou de régulation d' activité protéique. Malgré 
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que les hypothèses de dégradation et de régulation n'aient pas été complétement 
niées, l' hypothèse du rôle réparateur de la PIMT représente le consensus général au 
sein de la communauté scientifique . 
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Figure 1.4 Séquence des étapes de productions des deux isoformes de la PIMT à 
partir du gène. 
Le gène humain de la PIMT est composé de huit exons alternés de 7 introns. Le 
promoteur du gène des îlots CpG qui s'étendent jusqu'au premier intron. La séquence 
du gène présente des sites de poly-adénylation que subirait le transcrit primaire issu 
de la transcription. Ce dernier subit un épissage alternatif au niveau de l'exon 7 qui 
résulte en deux ARNm de différentes tailles. Suite à la traduction de ceux-ci, deux 
isoformes de la PIMT sont produits et qui différent seulement au niveau de leurs 
points isoélectriques (De Vry et al., 1996; MacLaren et al., 1992). 
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1.3.1.2 Mécanisme de réparation 
La PIMT possède une spécificité envers les résidus L-isoaspartyles et à une 
moindre mesure envers les résidus D-aspartyles comme substrats et non pour les 
résidus L-aspartyles et D-isoaspartyles. Cette spécificité de substrats a été élucidée 
grâce à la structure cristalline de la PIMT provenant de l' archéobactérie Pyrococcus 
furiosus obtenue en complexe avec un peptide contenant un résidu L-isoaspartyle 
(Griffith et al., 2001). Ceci est dû au fait que le site actif de l' enzyme requiert que 
l'atome d'azote du groupement amine en position a soit à l' arrière du plan de la 
molécule soulignant l' importance de l'encombrement stérique au niveau de l' affinité 
de l 'enzyme envers ses substrats . 
La PIMT catalyse la méthylation des résidus isoaspartyles à partir d'une 
molécule d' AdoMet et en la transformant en AdoHcy. Cette réaction facilite la 
reformation de l ' intermédiaire succinimide. L'hydrolyse non-enzymatique de 
l' intermédiaire formé aboutit à un mélange de L-aspartyle (30 %) et L-isoaspartyle 
(70 %) (Geiger et Clarke, 1987; Stephenson et Clarke, 1989) (Figure 1.5). Ce 
transfert du lien peptidique de la position ~ à la position a est considéré comme étant 
un mécanisme de réparation malgré son inefficacité apparente (Clarke, 1999). 
Cependant, les besoins énergétiques de cette réaction de réparation sont 
significativement inférieurs à ceux associés à une dégradation et à une re-synthèse 
d'une nouvelle protéine. Ainsi, il suffit de dix molécules d'ATP pour les dix cycles 
de méthylation des résidus isoaspartyles à raison d'une molécule d' ATP, représentée 
par l' AdoMet, par cycle, alors que des milliers de molécules d' A TP sont requises 
uniquement pour la synthèse d'une nouvelle protéine (Johnson et al., 1987). Ce 
mécanisme de réparation est également imparfait car il n ' est pas capable de réparer 
complétement les résidus L-isoaspartyles issus d'une désamination d'un résidu 
asparaginyle résultant en une protéine avec un squelette peptidique réparé mais ayant 
une charge négative supplémentaire (Clarke, 2003). En plus, l' intermédiaire 
succinimide peut générer des résidus D-isoaspartyles qui ne sont plus reconnus par 
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l'enzyme (Clarke, 2003). La PIMT elle-même est sujette à la formation de résidus L-
isoaspartyles qui sont réparés par d'autres molécules de PIMT (Lindquist et al. , 
1996). 
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Figure 1.5 Cycle de réparation des résidus isoaspartyles par la PIMT. 
La PIMT catalyse la méthylation du groupement carboxyle libre en position a. Ceci 
est suivi par hydrolyse de l'ester méthylique formé, résultant en un intermédiaire 
succinimide. Ce dernier s' hydrolyse également pour aboutir à un mélange de résidus 
aspartyles (30 %) lorsque l'attaque nucléophile se déroule au niveau du groupement 
carboxyle en position a (a) et isoaspartyles (70 %) lorsque l'attaque nucléophile se 
déroule au niveau du groupement carboxyle en position p (b ). Illustration modifiée de 
Reissner et Aswad (2003). 
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1.3.1.3 Localisation subcellulaire 
Généralement, la PIMT est considérée comme étant une protéine soluble 
ayant une localisation intracellulaire (Reissner et Aswad, 2003). Cependant, plusieurs 
études ont montré que la PIMT est associée à différents organites. Ainsi, l' activité de 
la PIMT a été détectée dans la fraction microsomale des cellules de foie de rat 
(Kharbanda et al. , 2007). L ' activité et l' expression de la PIMT a été vérifiée au 
niveau des mitochondries de différents tissus de rat (Kharbanda et al. , 2007; Perlman 
et al. , 2009). La PIMT a aussi été détectée dans la fraction nucléaire des oocytes de 
Xenopus laevis (O 'Connor, 1987). Au niveau membranaire, l' activité de la PIMT a 
été détectée au niveau des membranes du cerveau de rat (Sellinger et al. , 1987) et son 
expression a été vérifiée dans des fractions membranaires provenant du rat, du bœuf, 
et du l'humain (Boivin et al., 1995). Cette forme membranaire de la PIMT n' a pu être 
extraite que par l'utilisation de détergent suggérant ainsi une .forte interaction avec la 
membrane. La co-immunoprécipitation de la PIMT avec la protéine lB associée aux 
microtubules (MAPlB) (Cueille et al., 2007) suggère que non seulement la PIMT 
peut être associée au cytosquelette mais que son attachement aux membranes 
cellulaires doit se faire via la formation d'un complexe avec d' autres protéines. Ceci 
est compatible avec la structure hydrophile et donc soluble de la PIMT. 
Des formes extracellulaires de la PIMT ont également été détectées dans le 
liquide d'hémodialyse (Molina et al. , 2005), dans le liquide interstitiel de tumeur 
(Cortesi et al. , 2009), dans le liquide céphalo-rachidien (Burgess et al., 2006), et dans 
le liquide amniotique (Slonim et al. , 2009). La libération de la PIMT se fait 
probablement par un mécanisme d'excrétion ou est tout simplement une conséquence 
d'une perte d'intégrité cellulaire. Dans les deux cas, l' enzyme en question semble 
posséder un pouvoir réparateur extracellulaire. Ainsi, un substrat de la PIMT à 
localisation extracellulaire, le collagène de type I, a été démontré in vitro. Le 
collagène de type I extrait de rats âgés a retrouvé sa propriété de support à la 
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migration cellulaire suite à l' action réparatrice d' une forme recombinante de la PIMT 
(Lanthier et Desrosiers, 2004). 
1.3.1.4 Expression tissulaire 
Chez les mammifères, les tissus possédant l'expression la plus élevée en 
PIMT sont le cerveau et les testicules (Mizobuchi et al., 1994). Ces deux organes 
possèdent une similarité due au fait que les neurones et les spermatozoïdes matures 
sont des cellules complétement différenciées et qui ont un besoin accru d' un système 
de réparation de protéines endommagées. Aussi, les deux types de cellules utilisent 
des vésicules spécialisées répondant au calcium lors de la libération d 'une substance. 
Les neurones utilisent des vésicules pour la libération de neurotransmetteurs dans les 
synapses, alors que les spermatozoïdes libèrent des enzymes nécessaires à la 
pénétration de l' œuf. Ces deux processus dépendent de l' attachement des vésicules à 
et de leur fusion à des membranes qui sont atteint par les mêmes protéines telles que 
les protéines du complexe SN ARE (Ramalho-Santos et al., 2001; Tomes et al., 
2002). 
Au niveau des testicules, l' activité et l'expression de la PIMT augmentent tout 
au long des différentes étapes du développement des spermatides (O 'Connor et al., 
1989; Chavous et al. , 2000). Ainsi, la PIMT joue un rôle important dans la réparation 
des protéines endommagées au niveau des spermatozoïdes matures au sein desquels 
la traduction est inactivée lors du stockage du sperme (Galus et al., 1994). La PIMT 
semble jouer un rôle important au niveau du cerveau car il y a une accumulation 
significative de protéines portant des résidus isoaspartyles dans le cerveau de souris 
knock-out. Le phénotype convulsif qui y est associé est contré par l'effet de 
médicaments antiépileptiques (Yamamoto et al., 1998; Kim et al., 1999). 
L' accumulation des résidus isoaspartyles au niveau de la synapsine 1 chez les souris 
knock-out suggère un rôle important de la part de la PIMT dans la régulation de la 
transmission synaptique (lkegaya et al., 2001). 
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1.3.2 Implications pathologiques de la PIMT 
Les plus récentes études de l' expression de la PIMT chez l'humain montrent 
une diminution de celle-ci avec l' âge. Ainsi, il y a diminution de l' ordre de 2.7 fois de 
l'expression de l' ARN messager (ARNm) de la PIMT dans les cortex frontaux 
d'individus âgés de plus de 73 ans comparés à ceux d'individus âgés de moins de 42 
ans (Lu et al. , 2004). Une autre étude utilisant des micropuces d' ADNc au niveau des 
lymphocytes périphériques a montré une diminution de l'ordre de 3.6 fois de 
l'ARNm de la PIMT chez des individus âgés de plus de 70 ans comparés à des 
individus de moins de 30 ans (Visala Rao et al., 2003). Au niveau des noyaux des 
lentilles de l'œil, une diminution de l' ordre de 50 % de l' activité catalytique de la 
PIMT a été observée chez des individus âgés entre 62 et 73 ans et comparée à celle 
d' individus âgés entre 3 et 27 ans (McFadden et Clarke, 1986). Cette diminution 
d'activité catalytique est accrue à 80 % chez des individus présentant une cataracte et 
âgés entre 71 et 82 ans (McFadden et Clarke, 1986). Elle coïncide avec une 
accumulation de protéines méthylées de l' ordre de 10 fois au niveau des lentilles 
normales ou présentant une cataracte tout au long du vieillissement (McFadden et 
Clarke, 1986). Toutes ces données suggèrent une implication de la diminution de 
l'expression de la PIMT dans le processus de vieillissement. Son enrichissement au 
niveau du cerveau évoque un rôle important que joue cette enzyme pour le maintien 
de ce tissu et donc une diminution de l'expression de la PIMT serait impliquée dans 
des maladies neurodégénératives. 
La maladie d' Alzheimer est la forme la plus répandue de démence chez les 
personnes âgées. Elle est caractérisée au niveau moléculaire par la formation de 
plaques amyloïdes extracellulaires et par des enchevêtrements neurofibrillaires 
intracellulaires qui sont principalement composés du peptide P-amyloïde (Ap) et des 
agrégats hyperphosphorylés des protéines tau et ubiquitine, respectivement 
(Desrosiers et Fanélus, 2011). Tau est connue pour subir une isomérisation au niveau 
de deux résidus aspartyles et une désamination au niveau d' un résidu asparaginyle 
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(Watanabe et al. , 1999; Shimizu et al. , 2000). Des données ont montré que 
l' accumulation des résidus isoaspartyles se limitait uniquement aux neurofibrilles. 
Des neurofibrilles extraits expérimentalement ont montré une accumulation des 
résidus aspartyles anormaux de l'ordre de deux fois comparés à des extraits provenant 
de régions avoisinantes du cerveau et de l' ordre de 1.5 fois comparés aux mêmes 
extraits mais provenant de cerveaux sains (Payan et al. , 1992). En plus, les neurones 
provenant d' individus atteints de la maladie d ' Alzheimer présentent une forte 
expression cytosolique de la PIMT (Shimizu et al. , 2000) et que celle-ci semble 
associée à la partie externe des enchevêtrements neurofibrillaires (Shimizu et al., 
2000; Kondo et al. , 1996) suggérant que cette forte présence est due à la réparation 
des résidus isoaspartyles s' accumulant au niveau des agrégats de la protéine tau. 
Certains peptides AP sont sujets à la formation de résidus isoaspartyles à des sites 
particuliers (Shimizu et al. , 2000). Les peptides AP sont issus du clivage 
protéolytique de la protéine précurseur P-amyloïde (APP) par des P-secrétases (Chow 
et al., 2010). L' activité P-secrétase principale dans le cerveau est représentée par 
BACE-1 dont l' activité protéolytique est inhibée par l' isomérisation d 'un résidu 
aspartyle au site de clivage de l' APP (Bohme et al., 2008). Cette isomérisation n 'a 
cependant aucun effet sur l' activité de la cathepsine B, une autre P-secrétase dont 
l'expression est accrue lors de la maladie d' Alzheimer (Raque et al. , 2008), qui agit 
sur le site de clivage isomérisé plus rapidement que sur le site de clivage normal. Ces 
peptides isomérisés sont principalement localisés dans le noyau des plaques 
amyloïdes matures au niveau du cortex (Hosoda et al. , 1998). La présence des 
plaques amyloïdes isomérisées semble corréler avec la sévérité des symptômes de 
démence (Fonseca et al. , 1999). Cependant, la PIMT n' est pas associée à ces plaques 
(Shimizu et al., 2000) du fait de sa localisation intracellulaire. 
En plus de la synapsine I, d' autres protéines localisées au mveau des 
terminaisons nerveuses pré-synaptiques qui sont l' a- et la P-synucléine ont été 
identifiées comme étant des substrats de la réaction de méthylation catalysée par la 
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PIMT (Vigneswara et al., 2006; Zhu et al. , 2006). Cependant, le rôle que joue la 
PIMT dans la fonction synaptique n ' a pas encore été totalement clarifié. L' a-
synucléine joue un rôle important dans le développement de la maladie de Parkinson 
car ses agrégats représentent la composante principale d'un évènement majeur de la 
maladie que sont les corps de Lewy (LB) (Cookson, 2009). La ~-synucléine quant à 
elle possède une fonction neuroprotectrice qui contrebalance l' agrégation de l' a-
synucléine dans le cerveau. Cependant, des mutations au niveau du gène de la ~­
synucléine ont été détectées au niveau de la maladie de Parkinson (Ohtake et al., 
2004) montrant aussi une implication dans le développement de la maladie . Le fait 
que l' a-synucléine subit la formation de résidus isoaspartyles à quinze sites 
(Robinson et al. , 2009) au sein de sa séquence protéique suggère une implication de 
ces résidus dans la perte de conformation et l' agrégation de cette protéine lors de la 
maladie de Parkinson. 
1.4 La maladie de Parkinson 
1.4.1 Pathologie 
La maladie de Parkinson est une maladie neurodégénérative qui se manifeste 
en tant que trouble du mouvement à apparition tardive de séquelles cognitives. La 
maladie de Parkinson est caractérisée par la perte sélective de neurones 
dopaminergiques au niveau de la région pars compacta de la substance noire 
(substantia nigra ou locus niger) (SNpc) du mésencéphale (Heman-Ackah et al. , 
2013). Plus de 60 % des neurones de la SNpc sont perdus durant la maladie 
(Pakkenberg et al. , 1991) ce qui engendre une diminution de plus que 90 % de la 
dopamine du striatum (Homykiewicz, 1998). Il en résulte les quatre symptômes 
cliniques Parkinsoniens qui sont : tremblements au repos, hypertonie musculaire, 
akinésie/bradykinésie, et l'instabilité posturale (Savitt et al., 2006). Durant la 
progression de la maladie, d'autres régions du cerveau sont atteintes par le processus 
neurodégénératif telles que le prosencéphale qui mène à la détérioration cognitive et à 
la démence associées à la phase tardive de la maladie de Parkinson (Jellinger, 2012). 
21 
Le traitement de la maladie se résume principalement à deux approches. La première 
est une approche pharmacologique qui est basée sur le remplacement de la dopamine 
par son précurseur la L-3 ,4-dihydroxyphénylalanine (L-DOPA) (Cotzias, 1968). La 
deuxième approche est un traitement chirurgical basé sur la stimulation cérébrale 
profonde (Farris et Giroux, 2011). Cependant, il n 'existe actuellement aucun 
traitement capable d' inhiber la progression de la mort neuronale causant la maladie 
de Parkinson. Au niveau cellulaire, la maladie de Parkinson est caractérisée par des 
inclusions cytosoliques composées principalement d'a-synucléine fibrillaire appelées 
corps de Lewy (Spillantini et al. , 1997). La majorité des cas de maladie de Parkinson 
sont idiopathique (90 % ). Par contre, il existe 10 % des cas qui sont causés par des 
mutations génétiques identifiées par l' étude de cas familiaux de la maladie de 
Parkinson (Klein et Westenberger, 2012). L' étude des liens entre les deux formes de 
la maladie a permis d' identifier plusieurs voies moléculaires soupçonnées d'être à 
l' origine de la perte neuronale et du processus neurodégénératif. 
1.4.2 Mutations génétiques associées à la maladie de Parkinson 
De tous les gènes impliqués dans la maladie de Parkinson et qui sont au 
nombre de 28, six seulement en causent une forme héréditaire monogénique (Klein et 
Westenberger, 2012). Quatre gènes sont associés à une hérédité autosomale récessive: 
(i) le locus PARK2 correspond au gène Parkin dont la mutation induit une perte de 
l' activité E3 ubiquitine-ligase aboutissant à des aberrations de la voie protéasomale 
dépendante de l' ubiquitine ainsi qu ' au niveau de la mitophagie (Puschmann, 2013), 
(ii) le locus P ARK6 correspond au gène P INKJ dont la mutation mène au 
dysfonctionnement du contrôle de la qualité mitochondriale (Puschmann, 2013), (iii) 
le locus PARK7 correspond au gène DJ-1 dont la mutation mène également au 
dysfonctionnement du contrôle de la qualité mitochondriale (Puschmann, 2013), (iv) 
le locus PARK9 correspond au gène ATP 13A2 qui code pour une protéine localisée 
au niveau des membranes lysosomales mais qui est localisée au niveau du réticulum 
endoplasmique lorsque mutée. Dans le cas de cette mutation, elle est associée au 
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syndrome de Kufor-Rakeb (une forme atypique de la maladie de Parkinson) 
(Puschmann, 2013). 
Deux gènes sont associés à une hérédité autosomale dominante qui sont la 
kinase 2 à répétitions riches en leucine (LRRK2) et l' a-synucléine. La fonction 
spécifique de LRRK2 est inconnue mais elle semble impliquée dans le trafic 
membranaire (Vitte et al., 2010) et dans la dynamique du cytosquelette (Lin et al., 
2010). Les mutations au niveau du gène de LRRK2 sont associées à un gain d 'une 
activité kinase qui mène à des dysfonctionnements des processus dans lesquels elle 
est impliquée (Jalleel et al. , 2007). 
1.4.3 a-Synucléine 
La forme humaine de l ' a-synucléine est une protéine acide, hautement 
conservée chez les espèces vertébrées, composée de 140 acides aminés et d'une taille 
d'environ 19 kDa (George, 2002). Elle a été originalement isolée des plaques 
amyloïdes provenant de cerveaux d' individus atteints de la maladie d' Alzheimer 
(Ueda et al. , 1994; Jakes et al., 1994) et aussi des préparations de vésicules 
cholinergiques isolées de l' organe électrique de la raie Torpedo californica 
(Maroteaux et al., 1988). L' a-synucléine appartient à une famille de gènes qui codent 
pour des protéines structuralement proches et qui sont abondantes dans différentes 
régions du cerveau (Petersen et al. , 1999). Les trois membres de cette famille de 
protéines qui sont l' a-synucléine, la ~-synucléine et la synoretine (y-synucléine) 
(Lavedan, 1998) sont toutes enrichies au niveau des terminaisons pré-synaptiques 
(Iwai et al., 1995). Au niveau de ces terminaisons, l' a-synucléine est localisée à 
proximité mais faiblement associée aux vésicules synaptiques (Iwai et al., 1995; 
Clayton et George 1999). Sa localisation subcellulaire est uniformément distribuée 
entre le cytosol et les membranes intracellulaires (Kahle et al., 2000). Elle est 
exprimée au niveau du néocortex, de l ' hippocampe, du gyms denté, du bulbe olfactif, 
du thalamus, et du cervelet (Irizarry et al. , 1996). Le corps cellulaire des neurones 
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dopaminergiques de la SNpc quant à eux ne contiennent que de petites quantités d'a-
synucléine qui peut s'accumuler au niveau des terminaisons qui y correspondent dans 
le striatum (Quilty et al., 2003 ). 
1.4.3.1 Structure del' a-synucléine 
La structure protéique des membres de la famille des synucléines est 
composée de trois domaines qui incluent une hélice a N-terminale hautement 
conservée qui lie les lipides (résidus 7 à 87), domaine NAC interne variable (résidus 
61 à 95), et une queue C-terminale composée principalement de résidus glutamates et 
aspartates (résidus 95 à 140) (George, 2002). Plus que la moitié de la molécule d'a-
synucléine (résidus 7 à 87) est composée de sept répétitions imparfaites d'une 
séquence de onze acides aminés dont le noyau est une séquence consensus KTKEGV 
(George, 2002) (Figure 1.6). Cette structure permet à la protéine d'avoir une 
conformation faiblement structurée ou en hélice a en présence de phospholipides 
(Eliezer et al., 2001). Ainsi, l' a-synucléine est sujette à des changements dynamiques 
de structure selon le milieu cellulaire local. 
1.4.3.2 Fonctions et propriétés de l' a-synucléine 
La fonction définitive de l'a-synucléine est encore inconnue. Cependant, son 
enrichissement au niveau des terminaisons nerveuses suggère une implication dans la 
plasticité synaptique. L'a-synucléine est soupçonnée de réguler la mobilisation des 
vésicules au niveau des terminaisons nerveuses. Ceci est dû à différentes études qui 
ont montré une détérioration de la réponse synaptique suite à la suppression de 
l ' expression de l'a-synucléine (Abeliovich et al., 2000; Cabinet al., 2002; Lotharius 
et al., 2002). L'a-synucléine pourrait affecter la formation et le maintien des 
vésicules synaptiques en régulant les composantes principales des voies métaboliques 
générant les phospholipides membranaires. En effet, l'a-synucléine, à travers son 
domaine N-terminale, interagit avec la phospholipase D2 (PLD2) inhibant ainsi son 
activité (Ahn et al., 2002). 
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Figure 1.6 Structure et rôles potentiels de la forme humaine de l'a-synucléine. 
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La structure de la forme humaine a été étud iée par la technique de résonance 
magnétique nucléaire (RMN) en solution [code d'accès pdb = IXQ8 (Ulmer et al. , 
2005)]. Elle est composée de trois domaines protéiques: l'héli ce a N-terminale, le 
domaine NAC, et la queue acide C-terminale. L'étude des différents domaines a 
permis de spéculer sur la fonction de cette protéine au niveau des neurones 
dopaminergiques. L'a-synucléine semble cibler plusieurs mécanismes impliqués dans 
l' homéostasie de la dopamine. Illustration modifiée de Sidhu et al. (2004) . 
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La PLD2 est une enzyme transmembranaire des membranes plasmique et 
endosomales qui hydrolyse les phospholipides pour former l'acide phosphatidique en 
réponse à des stimuli externes. L' acide phosphatidique généré est capable de recruter 
des molécules adaptatrices qui déclenchent la formation des vésicules à partir des 
membranes (Liscovitch et al. , 2000). Il a aussi été démontré que la phosphorylation 
de l'a-synucléine perturbe son interaction avec la PLD2 (Pronin et al., 2000). Ainsi, 
une a-synucléine phosphorylée favoriserait le recyclage des vésicules durant des 
périodes à haute activité synaptique via la diminution de sa capacité à inhiber 
l'activité de la PLD2. L'a-synucléine pourrait aussi participer à la mobilisation des 
vésicules en transférant les acides gras, qui sont très enrichis au niveau des vésicules 
synaptiques, via son domaine N-terminal. Ce dernier possède un motif de liaison aux 
acides gras au niveau de sa séquence (Sharon et al., 2001). 
Une fonction additionnelle de l' a-synucléine serait la régulation de l' activité 
de la tyrosine-hydroxylase (TH). La TH catalyse l'étape limitante de la biosynthèse 
de la dopamine. La forme phosphorylée de la TH est active (Kumer et Vrana, 1996) 
et est protégée des phosphatases par interaction avec la protéine chaperone 14-3-3 
(Xu et al. , 2002). Cette dernière maximise la phosphorylation de la TH (Ichimura et 
al., 1988) et augmente sa demi-vie (Toska et al., 2002). Par contre, l'a-synucléine 
joue un rôle opposé et symétrique à celui de la protéine 14-3-3 en se liant à la TH 
déphosphorylée et en la maintenant dans un état inactif (Perez et al., 2002). 
L' a-synucléine joue aussi un rôle dans la régulation du transporteur de la 
dopamine (DA T) situé au niveau de la membrane plasmique des terminaisons 
nerveuses des neurones dopaminergiques. Le DAT est un régulateur majeur de 
l'équilibre de la dopamine en l'accumulant dans les terminaisons nerveuses par 
recapture du neurotransmetteur libéré dans la fente synaptique (Gainetdinov et Caron, 
2003). Le DAT est un membre de la famille des transporteurs dépendant du Na+ et du 
c1- et est composé de 12 domaines transmembranaires contenant plusieurs séquences 
consensus pour la N-glycosylation et des sites de phosphorylation par la PKA, la 
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protéine-kinase C (PKC), et la calmoduline-kinase II (Zahniser et Doolen, 2001). Une 
activité accrue du DAT mène non seulement à une diminution du niveau de dopamine 
extracellulaire mais aussi à l ' accroissement de ses niveaux cytosoliques après 
recapture résultant en une production excessive des ROS qui découlent du 
métabolisme de la dopamine. Le mode principal de régulation du DAT est basé sur 
son transport rapide de et vers la membrane plasmique. La phosphorylation du DAT 
par des kinases engendre une redistribution rapide et une internalisation du DAT loin 
de la membrane plasmique (Daniels et Amara, 1999). D'autres kinases, les MAP-
kinases ERKl et ERK2, phosphorylent le DAT en réponse à un signal afin d ' en 
augmenter la quantité à la membrane plasmique et la recapture de la dopamine 
(Moron et al., 2003). L'a-synucléine se lie aux MAP-kinases pour en inhiber 
l' activité suggérant un rôle inhibiteur à la localisation du DA T au niveau des 
membranes des terminaisons nerveuses (Wersinger et al., 2003). L'effet inhibiteur de 
l'a-synucléine envers la recapture de la dopamine résulte d' une internalisation du 
transporteur sans aucun effet sur son niveau d'expression. Ceci serait atteint par 
interaction directe entre le domaine NAC de l' a-synucléine et le domaine C-terminal 
du DAT (Wersinger et al., 2003). 
1.4.3.3 Mutations de l'a-synucléine 
La première mutation au niveau du gène de l'a-synucléine a été identifiée 
dans une parenté gréco-italienne comme étant une mutation ponctuelle qui induit un 
changement de l'acide aminé 53 de la séquence protéique, d'une alanine à une 
thréonine (A53T) (Polymeropoulos et al. , 1997). Une autre mutation ponctuelle a été 
identifiée chez une famille d'origine allemande induisant une substitution d' acide 
aminé à la position 30, d'alanine à proline (A30P) (Kruger et al. , 1998). Les individus 
portant ces mutations au niveau du gène de l'a-synucléine présentent une hérédité 
autosomale dominante de la maladie de Parkinson et la développent plus tôt que les 
individus présentant des cas sporadiques (Bostantjopoulou et al., 2001 ). Aussi, des 
duplications et des triplications du gène de l' a-synucléine non seulement mènent à 
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une mort neuronale via l'agrégation de la protéine (Singleton et al. , 2003) mais sont 
également associées à une développement précoce de la maladie de Parkinson dont la 
sévérité des symptômes a une relation dépendante avec la multiplication du gène 
(Farrer et al., 2004). Lorsqu'elle est présente en petites concentrations, l' a-synucléine 
est sous forme d'une pelote aléatoire qui adopte une structure a-hélicale après liaison 
aux phospholipides membranaires (Davidson et al. , 1998). À haute concentration, les 
formes sauvage et mutées de l' a-synucléine peuvent adopter une forme de fibrilles 
amyloïdes (Giasson et al., 1999) et d 'oligomères non-fibrillaires (protofibrilles) qui 
peut agir comme intermédiaire dans le processus de fibrillisation (Harper at al., 
1999). L'oligomérisation de l' a-synucléine est accélérée par les mutations associées à 
la maladie de Parkinson (Conway et al. , 2000) suggérant que la formation des 
oligomères joue une rôle important dans le pathogénèse de la maladie. 
Dans les conditions physiologiques, la présence de l' a-synucléine au niveau 
des neurones dopaminergiques aboutit à une atténuation des niveaux cytosoliques de 
la dopamine, limitant ainsi sa conversion en des molécules hautement réactives 
(Figure 1.7). Ceci est dû à la capacité de la forme soluble de la protéine à diminuer 
l'activité de la TH, à réguler la disponibilité des vésicules synaptiques, et à réduire la 
recapture de la dopamine extracellulaire par le DAT (Wersinger et Sidhu, 2003) 
(Figure 1.6). Cependant, la disponibilité de la forme soluble de l' a-synucléine 
diminue lorsque son processus d' agrégation est déclenché. Ceci favoriserait la 
production des molécules réactives issues de la dopamine cytosolique et qui seraient à 
la base de la dégénération des neurones dopaminergiques lors de la maladie de 
Parkinson (Sidhu et al., 2004) (Figure 1.7). 
À partir de l' étude de la fonction de l'a-synucléine et des autres protéines dont 
les mutations au niveau de leurs gènes sont associées à la maladie de Parkinson, il est 
clair que les voies cellulaires qui sont impliquées comme médiateurs du processus 
neurodégénératif sont les voies de contrôle de la qualité des protéines, l'apoptose via 
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les systèmes de contrôle de la qualité de la mitochondrie, et l'homéostasie de la 
dopamine. 
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Figure 1.7 Effet hypothétique de l' agrégation de l' a.-synucléine sur l' équilibre de la 
dopamine. 
L ' a.-synucléine soluble aboutit à une diminution de la dopamine cytosolique en 
favorisant une localisation vésiculaire du neurotransmetteur (flèches noires minces) et 
un largage extracellulaire (flèche noire épaisse). L'agrégation de l' a.-synucléine mène 
à une libération de la dopamine dans le cytosol qui est sujet à des réactions 
engendrant des substances réactives et toxiques pour les neurones dopaminergiques 
(flèches rouges). Illustration modifiée et adaptée de Lotharius et Brundin (2002). 
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1.4.4 Contrôle de la qualité des protéines 
La maladie de Parkinson est caractérisée par une accumulation de protéines 
anormales (Ross et Poirier, 2004) qui serait due principalement à un 
dysfonctionnement des systèmes d'élimination des protéines et à une moindre mesure 
à une surproduction de protéines comme c'est le cas des multiplications du gène de 
l' a.-synucléine (Singleton et al., 2003). Les deux principaux mécanismes par lesquels 
les cellules se débarrassent des agrégats de protéines sont le système ubiquitine-
protéasome (UPS) et l'autophagie (Cook et al., 2012). L' UPS est la voie principale 
d'élimination des protéines endommagées ou mal repliées. Cependant, l'UPS possède 
une capacité limitée à éliminer les agrégats protéiques incluant ceux localisés au 
niveau des LB. La voie de !' autophagie est capable d'éliminer des agrégats protéiques 
de grande taille et les organites endommagés tels que la mitochondrie par le processus 
de mitophagie. 
1.4.4.1 Système ubiquitine-protéasome 
L'ubiquitine est une petite protéine de 76 acides aminés. Elle est omniprésente 
dans les cellules eukaryotes (Pickart, 2001). Elle présente une structure compacte 
formée de cinq feuillets ~ antiparallèles traversés par une seule hélice (Vijay-Kumar 
et al. , 1985). La séquence de l'ubiquitine présente une glycine C-terminale (G76) 
dont le groupement carboxyle joue un rôle important dans le processus 
d'ubiquitination aux côtés des groupements amines primaires de chacune des sept 
lysines retrouvées dans la séquence (K48, K63 , K6, Kl l, K27, K29, et K33) (Pickart, 
2000). 
Les protéines membres de l'UPS sont les enzymes El activant l'ubiquitine 
(génèrent un thioester réactif entre des résidus cystéines des enzymes El et la glycine 
C-terminale de l'ubiquitine), les enzymes E2 conjugant l'ubiquitine (transportent 
l'ubiquitine au substrat protéique), et les enzymes E3 ubiquitine-ligases (catalysent la 
liaison de l' ubiquitine au substrat protéique) (Hershko et Ciechanover, 1992). 
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L'activité des enzymes El et E2 est non-spécifique alors que celle des E3 ubiquitine-
ligases est spécifique envers la cible. Après addition de quatre molécules 
d'ubiquitine, le substrat protéique est transporté à l' intérieur du noyau protéolytique 
20S du protéasome 26S à des fins de dégradation (Hershko et Ciechanover, 1998). 
Des dysfonctionnements au niveau du système UPS ont été impliqués dans des 
formes héréditaires et sporadiques de la maladie de Parkinson. Des protéines portant 
des molécules d'ubiquitine, ainsi que des composantes du système UPS ont été 
détectées dans les LB (Schlossamcher et al. , 2002). Ceci s' ajoute au fait que des 
mutations causant une forme héréditaire autosomale récessive touchent le gène 
Parkin qui code pour une E3 ubiquitine-ligase (Klein et Westenberger, 2012). 
1.4.4.2 L'autophagie 
L' autophagie est le seul processus qui permet aux cellules de dégrader des 
organites et des agrégats de protéines qui ne peuvent être éliminés par le système 
UPS (Lynch-Day et al. , 2012). Il y a trois types d' autophagie qui sont actifs à 
différents niveau selon le type cellulaire: !' autophagie par l ' intermédiaire de 
chaperonne (CMA), la microautophagie, et la macroautophagie. La CMA est basée 
sur le transport de protéines mal repliées par des protéines chaperonnes aux 
lysosomes. Les protéines mal repliées sont ensuite transportées à travers la membrane 
lysosomale afin d' être dégradées par des hydrolases. Durant la microautophagie, le 
lysososme subit une invagination afin de prendre les protéines mal repliées, les 
agrégats protéiques, et autres substrats cytosoliques. Une fois à l' intérieur du 
lysosome, le contenu de la vésicule est rapidement hydrolysé. Durant la 
macroautophagie, de grandes sections du cytosol sont englouties par une vésicule à 
double membrane appelée l'autophagosome. Ce dernier fusionne avec les lysosomes 
qui libèrent leurs enzymes lysosomales et leurs hydrolases dans la lumiére de 
l' autophagosome pour dégrader tout son contenu (Heman-Ackah et al. , 2013). 
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Comparés à d ' autres types cellulaires, les neurones ont une activité 
autophagique basale plus élevée due à leur inaptitude à subir la mitose et ainsi diluer 
les particules endommagées (Son et al., 2012). La macroautophagie est le processus 
autophagique qui a été le plus lié à la maladie de Parkinson (Cook et al. , 2012). Des 
cellules présentant des mutations et des multiplications au niveau du gène de l 'a-
synucléine montrent une plus grande élimination de mitochondries saines. Les 
agrégats d' a-synucléine affectent le processus d' autophagie en réduisant l'élimination 
de l' autophagosome. Ce qui contribuerait à la mort cellulaire observée chez ces 
cellules (Tanik et al., 2013). Ainsi, Parkin et PINKl agiraient en concert afin éliminer 
les mitochondries endommagées en favorisant leur dégradation par le processus de 
mitophagie (Narendra et al., 2010). 
1.4.S Apoptose 
L'apoptose est un processus efficace et ordonné durant lequel les cellules 
participent à leur propre mort en réponse à différents signaux intra- ou 
extracellulaires. Elle s' achève avec la fragmentation du noyau et le bourgeonnement 
de la membrane. L' apoptose est à l' opposé de la nécrose qui quant à elle est un 
processus de mort cellulaire inorganisé. La première description de l'apoptose 
remonte à l' année 1972 (Kerr et al. , 1972) lorsque des changements uniques ont été 
observés par microscopie électronique au niveau de cellules subissant une mort 
organisée. L' apoptose est un processus impliqué dans le développement et dans 
plusieurs maladies incluant le cancer et les maladies neurodégénératives. 
L' apoptose implique un équilibre dynamique de la part de certaines molécules 
qui peuvent être surexprimées ou sous-exprimées. L'activation des molécules pro-
apoptotiques ou l'inhibition des molécules anti-apoptotiques dépend du type 
cellulaire et du type de signal initiateur. L' apoptose est un processus fermement 
régulé et qui repose sur l'activation et l'inactivation de plusieurs molécules. La forme 
classique de l'apoptose repose sur l'activation d' enzymes protéolytiques exécutrices 
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appelées cystéinyle protéases spécifiques à l' aspartate ( caspases ). Elles inactivent les 
protéines anti-apoptotiques et activent les protéines pro-apoptotiques dans une 
cascade d' amplification en clivant à des sites spécifiques au niveau des protéines 
cibles. Il y a deux groupes de caspases : les caspases initiatrices (8 et 10) et les 
caspases exécutrices (3 , 6, et 7). Les caspases initiatrices activent en clivant les 
caspases exécutrices qui sont responsables de cliver à leur tour différents substrats (au 
nombre de centaines) afin de mener à la mort cellulaire. L'activation des caspases est 
un processus hautement régulé. Les caspases initiatrices sont exprimées sous forme 
inactive (pro-enzymes). Il existe un débat sur l'activation des caspases initiatrices car 
le consensus était que cette activation se faisait par un clivage protéolytique de leur 
pro-domaine. Par contre, des études récentes ont montré que ce clivage protéolytique 
n'est ni nécessaire ni suffisant pour l' activation des caspases initiatrices et que celle-
ci se fait par leur dimérisation (Fuentes-Prior et Salvesen, 2004). Les caspases 
exécutrices sont quant à elles, présentes dans la cellule sous forme de dimères qui 
sont activés par clivage résultant en des réarrangements intramoléculaires (Tait et 
Green, 2010). Il existe une famille de protéines capable d' inhiber les caspases appelée 
inhibiteurs d' apoptose (IAPs) en particulier XIAP. Celle-ci se lie et protège contre 
l'activation des caspases-3, -7, et -9. Il existe deux voies apoptotiques majeures. 
1.4.5.1 La voie apoptotique extrinsèque 
Cette voie d'apoptose est déclenchée par l' activation de récepteurs trimériques 
spécifiques situées à la surface des cellules appelés les récepteurs de la mort. Ces 
récepteurs sont des membres de la famille des récepteurs des facteurs de la nécrose 
tumorale (TNFR) qui incluent TNFRl , Fas, DR3, DR6, et les récepteurs TRAIL. Les 
ligands de ces récepteurs sont des membres de la superfamille TNP et sont appelés les 
ligands de la mort. Ils incluent TNP, le ligand CD95 ou ligand Fas, et TRAIL 
(Venderova et Park, 2012). Les récepteurs de la mort sont des récepteurs 
transmembranaires qui contiennent un domaine intracellulaire de la mort et qui agit 
en tant que senseur cellulaire. Lorsque ces récepteurs sont activés, ils subissent un 
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changement de conformation qui permet à leur domaine intracellulaire de s'associer à 
un adaptateur cytosolique qui contient un domaine effecteur de la mort tel que 
TRADD ou FADO selon le ligand. La molécule adaptatrice se lie à la procaspase 8 
ou à la procaspase 10 pour former un complexe de signalisation induit par la mort 
(DISC). Ceci active les caspases 8/10 qui déclenchent l' apoptose (Figure 1.8). 
• Fragmentation de l'ADN 
• Bourgeonnement de la membrane 
• Condensation de l'ADN 
Figure 1.8 Les deux voies majeures, extrinsèque et intrinsèque, de l' apoptose. 
La voie extrinsèque (à gauche) est déclenchée par liaison d' un récepteur de la 
mort avec son ligand qui mène à l' activation des caspases inititiatrices 8/1 O. La voie 
intrinsèque (à droite) est déclenchée par des signaux internes et repose sur le ratio 
relatif entre les protéines anti- et pro-apoptotiques de la famille BCL-2. Une fois le 
cytochrome c libéré de la mitochondrie il forme le complexe apoptosome avec Apaf-
1 et la pro-caspase 9 menant à l'activation de cette dernière. Les deux voies 
convergent en activant les mêmes caspases exécutrices (3 , 6, et 7) qui sont chargées 
d'achever le processus apoptotique. Illustration modifiée et adaptée de Huerta et al. 
(2007). 
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1.4.5.2 La voie apoptotique intrinsèque 
La voie intrinsèque, aussi appelée la voie mitochondriale, est activée par des 
stress cellulaires tels que le dommage à l' ADN, les ROS, et la perte de nutriments. 
L' événement principal de cette voie est la libération du cytochrome c de l' espace 
intermembranaire de la mitochondrie au cytosol via le processus de perméabilisation 
de la membrane mitochondriale externe (MOMP). Cette perméabilisation est un 
processus rapide et irréversible et qui se déroule via la formation d'un pore par 
l'intermédiaire des membres pro-apoptotiques de la famille BCL-2 (plus 
spécifiquement BAX et BAK). La perméabilisation peut aussi se dérouler grâce à un 
canal multiprotéique spécifique appelé le pore de transition de la perméabilité (PTP) 
et qui traverse les membranes mitochondriales externe et interne. Ceci mène à la 
transition de la perméabilité mitochondriale (MPT) caractérisée par la dissipation du 
potentiel de la membrane mitochondriale interne, la diminution de la synthèse d' ATP, 
la production de ROS, et le gonflement ainsi que la rupture de la mitochondrie 
(Venderova et Park, 2012). Une fois libéré, le cytochrome c se complexe à une 
protéine adaptatrice de la voie mitochondriale appelée Apaf-1 . Ce complexe se lie à 
la pro-caspase 9 via un domaine homologue au domaine de la mort appelé le domaine 
CARD. Lorsque la pro-caspase 9 est activée par cette liaison, la caspase 9 et Apaf-1 
forment un complexe appelé l'apoptosome. Ce dernier joue un rôle dans l'activation 
de la caspase 3 (Figure 1.8). Apaf-1 est liée par des protéines de choc thermique telles 
que Hsp70 et Hsp90, l'empêchant ainsi d'être recrutée à l' apoptosome. 
Le rôle de la famille de protéines BCL-2 est de réguler l' intégrité des 
mitochondries (Yang et al., 1997). Les membres de cette famille peuvent être 
subdivisés en trois sous-familles qui se distinguent par leurs rôles dans la régulation 
de l'apoptose. La première sous-famille est celle des protéines BCL-2 pro-
apoptotiques (BAX, BAK, BOK) qui causent la perméabilisation de la membrane 
mitochondriale externe. La seconde sous-famille est celle des protéines BCL-2 anti-
apoptotiques comme par exemple BCL-2, BCL-xL, BCL-W, etc. Ces protéines 
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empêchent la perméabilisation de la membrane mitochondriale externe. La dernière 
sous-famille dont les membres sont appelés les éléments à BH3 seulement et qui 
incluent BID, BAD, BIM, BLK, PUMA, NOXA, et BNIP3L. Ces protéines ont une 
fonction pro-apoptotique en séquestrant les protéines BCL-2 anti-apoptotiques. La 
perméabilité de la membrane mitochondriale dépend du ratio relatif entre les 
membres pro- et anti-apoptotiques de la famille BCL-2. Il existe une communication 
entre les deux voies majeures de l'apoptose et qui peut se dérouler à différentes 
étapes. Ainsi, l'activation de la caspase 8 induit la stimulation de Bid. Ce dernier 
initie la libération du cytochrome c et l' activation de l' apoptosome (Roy et 
Nicholson, 2000). 
La mitochondrie semble avoir un lien particulier avec les ROS qui n'est pas 
seulement limité au fait que le stress oxydatif est un des déclencheurs de la voie 
apoptotique intrinsèque. La mitochondrie est le lieu principal de la production de 
ROS dans les cellules aérobies (Orrenius et al. , 2007). Il est estimé que 1 à 2 % de 
l' oxygène moléculaire est converti en radicaux superoxydes incluant l ' anion 
superoxyde, durant le processus de respiration (Turrens, 2003). La majorité des 
anions superoxydes sont produits par le complexe 1 de la chaîne de transport 
d'électrons au niveau du côté matricielle de la membrane interne des mitochondries 
(MIM) (Brand et al. , 2004). Malgré la présence d'une variété de molécules anti-
oxydantes et d'enzymes de détoxification, la concentration des anions superoxydes 
est de 5 à 10 fois supérieure dans la matrice mitochondriale que dans le cytosol ou 
dans le compartiment nucléaire (Cadenas et Davies, 2000). La réaction de 
dismutation des anions superoxydes aboutit à la production du peroxyde 
d'hydrogène. Ce dernier peut engendrer les radicaux hydroxyles qui sont hautement 
réactifs et toxiques via les réactions de Haber-Weiss ou de Fenton (Orrenius et al., 
2007). La monoamine oxydase (MAO) représente l' autre source de ROS au niveau 
mitochondrial. La MAO est une flavoprotéine associée à la membrane externe de la 
mitochondrie (MEM). Elle catalyse la désamination oxydative des amines 
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aromatiques pnmaires, des diamines à longue chaine, et des amines cycliques 
tertiaires tout en produisant du peroxyde d'hydrogène qui passe facilement à travers 
les membranes mitochondriales. Ainsi, la MAO contribue à l' augmentation des 
concentrations de ROS dans le cytosol et dans la matrice mitochondriale (Orrenius et 
al., 2007). 
Les ROS, qu ' ils soient générés dans la mitochondrie ou ailleurs dans la 
cellule, sont capables d'endommager les macromolécules cellulaires. En ce qui 
concerne les lipides, les acides gras polyinsaturés représentent la cible de choix des 
ROS à cause de leur sensibilité à l' oxydation (Esterbauer et al. , 1991 ). Ainsi, la 
peroxydation des lipides est principalement induite par les radicaux hydroxyles 
(Bucher et al. , 1983). L' ADN subit différents types de dommages oxydatifs : 
modifications des bases purines et pyrimidines, modifications du squelette 
désoxyribosique, bris à simple et à double brin, et réticulation à d' autres molécules 
(Bohr, 2002) . L ' ADN mitochondrial représente l' une des cibles principales des ROS. 
Celui-ci code pour 13 polypeptides, 22 ARN de transfert, et 2 ARN ribosomaux qui 
sont tous impliqués dans le transport d' électrons et dans la production d' A TP par 
phosphorylation oxydative (Anderson et al. , 1981). La sensibilité de l'ADN 
mitochondrial à l'action néfaste des ROS repose sur sa proximité à la chaîne de 
transport d'électrons et à l'absence d'histones protectrices. Les dommages oxydatifs 
au niveau de l' ADN mitochondrial peuvent mener à la mort cellulaire via la perte du 
transport d'électrons, du gradient de potentiel membranaire, et de la production 
d'ATP (Orrenius et al. , 2007). Lorsque l' apoptose est déclenchée par des dommages 
à l' ADN nucléaire, la caspase qui est initialement activée est la pro-caspase 2. Cette 
dernière est activée au sein du complexe PIDDosome. Ce complexe inclut la pro-
caspase 2, la protéine contenant un domaine de la mort inductible par p53 (PIDD), et 
la protéine avec un domaine de la mort associée à RIP et homologue à lchl /Ced3 
(RAIDD) (Tinel et Tschopp, 2004). L' activation de la caspase 2 mène à la libération 
du cytochrome c et à la formation de l' apoptosome (Robertson et al., 2004). Les 
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protéines sont aussi des cibles des ROS. L' oxydation directe des acides aminés, en 
particulier, les résidus lysine, arginine, praline, et thréonine aboutit à la formation des 
carbonyles (Sohal, 2002). La présence de carbonyles protéiques peut modifier la 
structure tertiaire d'une protéine résultant en une perte totale ou partielle du 
repliement de la protéine. Ceci mène à l' exposition des domaines hydrophobes de la 
protéine et à la formation d'interactions néfastes de type protéine-protéine (Orrenius 
et al. , 2007). 
Une autre v01e apoptotique émergente est celle induite par le réticulum 
endoplasmique (RE). Celui-ci est un organite essentiel pour la synthèse, le bon 
repliement et les modifications post-traductionnelles des protéines, ainsi que le 
maintien de l' équilibre du calcium. Des quantités excessives de calcium dans le 
cytosol peuvent déclencher l' apoptose en induisant la transition de la perméabilité 
mitochondriale, en affectant les protéines de la famille BCL-2, et en activant la 
protéine de fission mitochondriale Drp 1 (Xu et al. , 2005). Cette voie peut aussi 
induire l' apoptose par une activation persistante des calpaïnes (Harwood et al. , 2005; 
Vosler et al. , 2008). 
Les protéines nouvellement synthétisées et qui sont modifiées au niveau du 
RE sont sujettes à des repliements et à des modifications régulées par des 
chaperonnes moléculaires et par des enzymes de repliement dans le but que ces 
protéines atteignent un degré de maturation et une conformation structurale 
appropriés (Chaudhari et al. , 2014). L' accumulation de protéines mutées, mal- ou 
non-repliées (Viana et al. , 2012) agit en tant que signal de stress et cause un 
déséquilibre au niveau de l'homéostasie du RE. Ainsi, le RE est saturé de protéines et 
sa machinerie est épuisée. Afin de contrer les effets du stress, le RE emploie une 
réponse adaptive ou protectrice connue sous le nom de réponse aux protéines non-
repliées (UPR) afin de retrouver un état d' équilibre. Cependant, si l' état de stress 
perdure ou est sévère, le RE déclenche les voies de la mort cellulaire (Benbrook et 
Long, 2012) qui peut être apoptotique (Gorman et al. , 2012), non-apoptotique 
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(Ullman et al. , 2008) ou autophagique (Cheng et Yang, 2011). L' UPR est composée 
de voies de signalisation initiée par des protéines de la transmembrane proximale du 
RE : la kinase 1 requérant l' inositol (IREla), le facteur de transcription activateur 6 
(A TF6), et la kinase du RE ressemblant à la protéine kinase activée par l' ARN à 
double brin (PERK) (Schroder et Kaufman, 2005). En absence de stress au niveau du 
RE, ces trois protéines transductrices sont toutes inhibées par une chaperonne, la 
protéine liant la chaîne lourde de l'immunoglobuline (GRP78/BIP), via une 
interaction à leurs extrémités luminales. Une augmentation de la concentration de 
protéines non-repliées mène à une dissociation de la GRP78/BIP puis à un 
déclenchement de l 'UPR (Pfaffenbach et Lee, 2011). Une fois activée, IREla subit 
un homo-oligomérisation qui favorise sa trans-autophosphorylation menant à 
l'activation de sa fonction d' endoribonucléase (ARNase) (Liu et al., 2003). Ce gain 
de fonction permet l' épissage alternatif de l' ARNm de la protéine 1 liant la boîte X 
(XBPl). Cet ARNm épissé code pour un facteur de transcription de la famille bZIP 
(sXBPl) qui est transloqué au noyau afin de réguler l' expression de gènes impliqués 
au niveau de l'UPR (Van Huizen et al. , 2003). La forme active d' IREla interagit 
avec des adaptateurs et des modulateurs du côté cytosolique tels que E3 ubiquitine-
ligase et la kinase régulant le signal d'apoptose (ASKl), afin d ' initier des voies de 
signalisation en réponse à l'intensité et à la durée du stress (Nishitoh et al., 2002). La 
protéine PERK subit également une dimérisation et une autophosphorylation (Ma et 
al. , 2002a) afin d' arrêter la traduction cellulaire via la phosphorylation inactivante du 
facteur d ' initiation de la traduction eucaryote (e1F2a) (Harding et al. , 1999). Ceci a 
pour effet de diminuer la charge protéique du RE et l'arrêt du cycle cellulaire (Brewer 
et Diehl, 2000). L'elF2a phosphorylé permet la traduction de gènes dont l'ARNm 
contient une séquence interne d'entrée au ribosome (IRES) (Schroder et Kaufman, 
2005). Ces gènes en particulier codent pour des facteurs de transcriptions induisant 
l'expression de gènes nécessaires à l 'UPR (Raven et al. , 2008) ainsi que pour des 
enzymes antioxydantes et détoxifiantes (Cullinan et Diehl, 2006). La forme activée 
d'ATF6 possède une séquence de localisation au niveau de l'appareil de Golgi qui lui 
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permet une translocation vers ce compartiment cellulaire (Chen et al., 2002). ATF6 
subit des modifications protéolytiques au niveau de l' appareil de Golgi qui aboutit à 
la libération de formes actives des facteurs de transcriptions A TF6 dans le cytosol 
(Haze et al. , 1999). Ces derniers migrent vers le noyau où ils régulent l ' expression de 
gènes impliqués dans l'UPR (Adachi et al. , 2008). La mission de l'UPR, à travers ses 
trois protéines initiatrices est principalement d ' augmenter l'expression de facteurs de 
transcription, qui à leur tour initient l' expression de protéines chaperonnes du RE et 
des gènes impliqués dans la dégradation protéique. Le but ultime est de permettre une 
tolérance au stress et de retrouver un équilibre au niveau du RE (Chaudhari et al. , 
2014). 
Une autre v01e mmeure de l' apoptose repose sur la libération de facteur 
induisant l' apoptose (AIF) de l ' espace intermembranaire de la mitochondrie au 
cytosol pour s' associer à la cyclophiline A. Cette interaction engendre une DNase qui 
se déplace au noyau afin d' initier la :fragmentation del ' ADN (Urbano et al. , 2005). 
Plusieurs mutations et toxines associées à la maladie de Parkinson sont liées à 
la fonction mitochondriale. Ceci présente un lien entre les facteurs de risque connus 
et la physiologie cellulaire qui pourrait expliquer la pathologie de la maladie. Les 
neurones dopaminergiques sont particulièrement sensibles au stress mitochondrial et 
aux toxines. Le maintien de gradient ionique essentiel à l' excitabilité neuronale 
représente un des fardeaux énergétiques majeurs des neurones. L' énergie est générée 
au niveau des mitochondries qui sont les sites de la respiration cellulaire et les sites 
de production du superoxyde et autres ROS (Surmeier et al. , 2012). En réponse à des 
stress qui endommagent ses macromolécules, la cellule peut tenter de regagner 
l' équilibre cellulaire sauf dans le cas d'une haute sévérité ou une longue durée du 
stress menant ainsi au déclenchement de la mort cellulaire. Cependant, l' apoptose a 
des conséquences dévastatrices au niveau des maladies neurodégénératives telles que 
la maladie de Parkinson dû au fait que les neurones mourants ne peuvent pas être 
remplacés. Des neurones provenant des cellules souches d' individus présentant des 
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mutations héréditaires dans les gènes de LRRK.2 et de l' a-synucléine présentaient une 
sensibilité accrue au stress oxydatif et un nombre élevé de neurones apoptotiques 
(Reinhardt et al. , 2013 ). Cette sensibilité accrue au stress oxydatif a aussi été 
observée au niveau des neurones provenant des cellules souches d'individus atteints 
de formes sporadiques de la maladie de Parkinson (Sanchez-Danes et al. , 2012). Les 
marqueurs de l'apoptose ont aussi été détectés au niveau des autopsies de cerveaux 
provenant d'individus atteints de la maladie de Parkinson (Tatton, 2000). Les 
modèles animaux de la maladie de Parkinson utilisant la toxine 1-méthyl-4-phényl-
1,2,3,6-tétrahydropyridine (MPTP) ont exhibé les marqueurs apoptotiques également 
(Viswanath et al. , 2001). 
1.4.6 Métabolisme de la dopamine 
La neurotransmission chimique est un processus de libération de molécules 
médiatrices du neurone pré-synaptique vers la fente synaptique. Les 
neurotransmetteurs sont divisés en deux groupes : peptides ou petites molécules. La 
particularité des neurotransmetteurs en forme de petites molécules est qu'ils sont 
synthétisés par des enzymes cytosoliques et qu'ils doivent être convenablement 
chargés par un transporteur dans une vésicule d'exocytose en attente d'un signal de 
libération (Jahn et al., 1990). Les neurotransmetteurs en forme de petites molécules 
incluent le glutamate, l'acide y-aminobutyrique (GABA), la glycine, l'acétylcholine, 
l'histamine, la sérotonine, l'épinéphrine, la norépinéphrine, et la dopamine (Guillot et 
Miller, 2009). 
1.4.6.1 L'historique de la dopamine 
La dopamine a été synthétisée en 1910 bien avant la découverte de son 
importance en tant que neurotransmetteur (Barger et Ewins, 1910). Ensuite, elle a été 
pour la première fois détectée dans un organisme comme étant un métabolite 
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produisant un pigment chez la plante Sarothamnus scoparius (Schrnalfuss et Heider, 
1931 ). Puis, elle a été démontrée comme étant un substrat de l' acide aminé 
décarboxylase (AADC) (Blaschko, 1942). La dopamine a pu être isolée des ganglions 
sympathiques (Schümann, 1956) puis d'autres tissus (Schümann et Heller, 1959). 
Elle a aussi été retrouvée chez les invertébrés (Cottrell, 1967). Le rôle initial conféré 
à la dopamine était d ' être un précurseur aux neurotransmetteurs épinephrine et 
norépinephrine ou d'être un intermédiaire de la dégradation de la tyrosine (Blaschko, 
1942). Ce ne fut que plus tard que la dopamine a été reconnue comme 
neurotransmetteur à part entière (Homykiewicz, 2002) précédant la découverte du 
premier récepteur de la dopamine (Kebabian et al., 1972). En l'an 2000, le prix Nobel 
de médecine a été attribué à Arvid Carlsson avec Eric Kandel et Paul Greengard pour 
leur recherche concernant la neurotransmission catécholaminergique dans les années 
1950 qui ont mené à de nouvelles techniques de dosage de la dopamine et à sa 
caractérisation en tant que neurotransmetteur indépendant. La perte de neurones 
dopaminergiques associée à la maladie de Parkinson (Ehringer et Homykiewicz, 
1960) a mené au premier traitement de la maladie en utilisant la L-DOPA (levodopa) 
(Birkmayer et Homykiewicz, 1961). D'autres troubles de la santé sont associés au 
métabolisme et à la signalisation de la dopamine. C' est le cas de la schizophrénie 
durant laquelle il y a une libération excessive de dopamine (Heinz et Schlagenhauf, 
2010). L'utilisation de certains agents anti-psychotiques afin de soigner la 
schizophrénie aboutit à des effets secondaires sous la forme de symptômes 
semblables à ceux de la maladie de Parkinson (Breier et al. , 1999). La déficience de 
la signalisation liée à la dopamine est associée au trouble de l'hyperactivité et du 
déficit de l' attention (Tripp et Wickens, 2012). 
1.4.6.2 La biosynthèse de la dopamine 
La biosynthèse de la dopamine ne se limite pas qu'au système nerveux central car elle 
est également produite dans les organes mésentériques (Eisenhofer et al., 1997). La 
voie classique de sa biosynthèse est localisée au niveau du cytosol et qui se fait en 
42 
deux étapes (Figure 1.9). D'abord, l' action de la TH hydroxyle la L-tyrosine au 
niveau de l'anneau de phénol pour former la DOPA (Nagatsu et al., 1964). La TH 
utilise la tétrahydrobioptérine (BH4) comme cofacteur produit par l'action de la GTP 
cyclohydrolase sur la guanosine triphosphate (GTP) (Meiser et al., 2013). La DOPA 
subit ensuite une réaction de décarboxylation catalysée par l' AADC pour former la 
dopamine (Weiss et Rossi, 1963 ). Il existe d ' autres voies mineures de biosynthèse de 
la dopamine telles que celle catalysée par le cytochrome P450. Au niveau de cette 
voie alternative, la réaction de décarboxylation se déroule avant celle d'hydroxylation 
c'est-à-dire que la tyrosine est décarboxylée en tyramine qui peut être hydroxylée par 
les protéines Cyp2D en dopamine (Bromek et al., 2011 ). 
1.4.6.3 Stockage vésiculaire de la dopamine 
Les monoamines telles que la sérotonine, l' épinéphrine, la norépinéphrine, et la 
dopamine sont transportées dans les vésicules par des protéines à douze domaines 
transmembranaires appelées les transporteurs vésiculaires des monoamines (VMATs) 
qui font partie de la famille des protéines porteuses de solutés (SLC) (Eiden et al. , 
2004 ). Le VMA Tl est localisé principalement à la périphérie et n' est capable de 
séquestrer que l ' épinéphrine et la norépinéphrine en plus de la sérotonine, seulement 
au niveau des cellules synthétisant la mélatonine de l'épiphyse (Hayashi et al., 1999). 
Le VMA T2 est présent également à la périphérie au niveau de tissus spécifiques qui 
incluent les plaquettes (Zucker et al. , 2001 ), les cellules p des îlots de Langerhans 
(Anlauf et al., 2003), et certaines cellules histaminergiques de la muqueuse gastrique 
(De Giorgio et al. , 1996). Cependant, le VMA T2 est principalement confiné au 
système nerveux central où il a pour rôle de transporter les monoamines à l'intérieur 
des vésicules. 
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La voie classique de la biosynthèse de la dopamine commence avec l'hydroxylation 
de la tyrosine pour former la L-DOPA par l'action de la TH. Une décarboxylation de 
la L-DOPA par l' AADC engendre de la dopamine. La voie alternative de biosynthèse 
de la dopamine repose sur une réaction décarboxylation de la tyrosine en tyramine 
suivie d'une réaction d'oxydation catalysée par Cyp2D pour aboutir à la dopamine. 
La dégradation de la dopamine est effectuée par plusieurs enzymes (COMT, MAO, 
ADH, ALDH, et AR) et dans des ordres différents pour aboutir aux deux principaux 
produits de la dégradation dopamine, le DOP AC et le HV A. Illustration modifiée et 
adaptée de Meiser et al. (2013). 
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Les transporteurs vésiculaires requièrent de l' énergie pour pouvoir séquestrer 
les neurotransmetteurs. À cette fin, ils ont recours à soit un mécanisme d' échange-
diffusion de protons ou à un gradient électrique (Chaudhry et al. , 2008). Dans le cas 
des VMA Ts, il y a un échange de deux protons qui sont échangés pour une molécule 
du neurotransmetteur monoamine (Parsons, 2000) (Figure 1.10). La présence de 
protons à l' intérieur des vésicules est due l'action de l' A TPase de type V (Moriyama 
et Futai, 1990). Cette protéine est soupçonnée d' acidifier les compartiments 
endocytiques des métazoaires incluant les vésicules, les lysosomes, et les corps de 
Golgi (Nelson, 1992). Elle possède un degré d' homologie élevé avec l' ATPase 
bactérienne F oF 1 responsable de la translocation des protons pour produire l' énergie 
mécanique nécessaire pour la rotation du flagellum et pour la production de l' énergie 
lumineuse par la bactériorhodopsine (Wilkens, 2005). L' ATPase de type V a besoin 
d'hydrolyser l' ATP pour la translocation des protons vers le compartiment 
endocytique. Plusieurs enzymes glycolytiques (la glyceraldéhyde-3-phosphate-
déshydrogénase et la phosphoglycerate-mutase) ont été détectées au niveau de la 
vésicule et fourniraient cette forme d' énergie (Burre et Volknandt, 2007). La 
translocation des protons génère un pH endocytique inférieur de 2 à 2.4 unités à celui 
du cytosol qui est plus neutre à 7.4 (Russell, 1984). La présence de canaux à chlorure 
au niveau des vésicules est très importante pour le stockage des monoamines en 
coordonnant le flux de chlorure avec l'acidification du compartiment endocytique 
(Faundez et Hartzell, 2004). La présence des ions chlorure permet le maintien d' un 
équilibre des charges à travers la membrane afin d'éviter une répulsion des 
monoamines qui sont chargées positivement (Zeuzem et al. , 1992). 
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Figure 1.10 Stockage de la dopamine dans les vésicules 
L'A TPase de type V génère de l' énergie en hydrolysant I' ATP pour la translocation 
des protons dans la lumière de la vés icule. Les canaux à chlorure dépolarisent la 
membrane vésiculaire afin d ' éviter une répul sion des molécules de dopamine 
chargées positivement. Le VMA T2 transporte une molécule de dopamine vers 
l' intérieur de la vésicule en échange de la sortie de deux protons vers le cytosol. Les 
différentes composantes du stockage de la dopamine peuvent être inhibées 
chimiquement (flèches rouges). Illustration modifiée et adaptée de Guillot et Miller 
(2009). 
Les transporteurs vésiculaires de la dopamine font partie d ' un grand cycle de 
production , de stockage, de libération et de dégradation du neurotransmetteur (Figure 
1.11). Chez les mammifères, la tyrosine est transportée à l' intérieur des cellules par le 
système L transporteur de grands acides aminés neutres (LNAA) où elle est utilisée 
pour la biosynthèse de la dopamine. La dopamine nouvellement synthétisée est 
séquestrée dans des vésicules par le VMA T2 (Fon et al., 1997). Les vésicules 
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remplies de dopamine sont dirigées vers la membrane plasmique par des protéines 
motrices et interagissent avec une série de complexes protéiques qui permettent leur 
attachement et l'amorce de la fusion membranaire (Li et Chin, 2003). Une brève 
fusion de la vésicule avec la membrane plasmique induite par un influx de calcium 
mène à l'exocytose de la dopamine (Jackson et Chapman, 2006). Lorsque la 
dopamine est déversée dans la fente synaptique, elle lie les récepteurs de la dopamine. 
Elle peut aussi être dégradée en acide homovanillique (HV A) (Napolitano et al., 
1995). Elle peut également être récupérée par le neurone pré-synaptique via l' action 
du DAT (Chenet Reith, 2000). 
1.4.6.4 La dégradation de la dopamine 
La dégradation de la dopamine se déroule dans la fente synaptique afin 
d'arrêter la signalisation associée à sa liaison aux récepteurs de la dopamine. Cette 
dégradation a aussi lieu dans le cytosol dans le cas d' une accumulation de la 
dopamine cytosolique due à une fuite au niveau des vésicules synaptiques. Dans la 
fente synaptique, la dopamine est reprise par les cellules gliales environnantes pour 
être dégradée par la MAO et par la catéchol-0 méthyltransférase (COMT) produisant 
ainsi le HV A (Figure 1.9). Cette dernière transfère un groupement méthyle de 
l 'AdoMet aux groupements hydroxyles de différents catéchols (Mannistü et 
Kaakkola, 1999). Dans le cytosol, la dégradation se fait par la MAO via une réaction 
de désamination oxydative produisant du peroxyde d'hydrogène et l'entité réactive 
3,4-dihydroxyphénylacétaldéhyde (DOPAL) (Figure 1.9). Cet aldéhyde peut être 
inactivé de deux façons, soit par réduction à sa forme alcool, 3,4-
dihydroxyphényléthanol (DOPET), ou par une autre oxydation en un acide 
carboxylique, acide 3,4-dihydroxyphénylacétique (DOPAC), par l'action de l'alcool 
déshydrogénase (ADH) ou par l'action de l'aldéhyde déshydrogénase (ALDH), 
respectivement (Eisenhofer et al., 2004). 
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Figure 1.11 Cycle de la dopamine au niveau du neurone terminal. 
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La tyrosine est transportée à l' intérieur du neurone par le système de transport 
LNAA. Ensuite, el le est utilisée dans la biosynthèse de la dopamine par action des 
deux enzymes TH et ADCC. La dopamine nouvellement synthétisée est séquestrée 
dans des vésicules par le VMA T2. Les vésicules remplies de dopamine sont 
acheminées vers la membrane plasmique. Un potentiel d' action mène à la fusion des 
vésicules avec la membrane plasmique et à ('exocytose de la dopamine. Dans la fente 
synaptique, la dopamine se lie à ces récepteurs situés au niveau des neurones post- ou 
pré-synaptiques ou subit une dégradation . La dégradation de la dopamine s' achève 
par la production du HV A. La dopamine non dégradée est récupérée par le neurone 
pré-synaptique par action du DAT. Illustration modifiée et adaptée de Guillot et 
Mi ller (2009). 
La MAO est une enzyme qui utilise la flavine adénine dinucléotide (FAO) 
comme cofacteur et génère le peroxyde d ' hydrogène comme sous-produit. Il y deux 
formes de MAO (MAO-A et MA0-8) qui sont exprimées par deux différents gènes 
(Bach et al., 1988). La MAO-B est celle qui oxyde la dopamine chez l' humain 
(Napolitano et al. , 1995). Les enzymes sont localisées au niveau de la membrane 
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mitochondriale externe. Elles sont exprimées par le système nerveux central 
(neurones, cellules gliales, et les astrocytes) et par la périphérie. Les neurones de la 
substance noire présentent une moindre expression de la MAO que les autres 
neurones ou que les cellules gliales (Westlund et al., 1988). 
1.4.6.5 L'oxydation de la dopamine et le stress oxydatif 
La désamination oxydative de la dopamine par la MAO génère du peroxyde 
d'hydrogène causant ainsi un stress oxydatif dans les neurones dopaminergiques. 
L'anneau catéchol de la dopamine, qui est riche en électrons, subit également des 
réactions d'oxydation (Figure 1.12). La dopamine est facilement oxydée de façon 
enzymatique par une catalyse métallique (Fe3+) (Sulzer et al. , 2000) ou par réaction 
spontanée produisant des ortho-quinones pauvres en électrons et hautement réactives. 
Ces réactions génèrent des anions su peroxydes radicaux avec l'oxygène comme 
accepteur d 'électrons. Les quinones et les ROS sont tous deux capables de réagir de 
manière non-spécifique avec plusieurs composantes cellulaires modifiant ainsi leur 
fonctionnement et potentiellement générant le processus neurodégénératif. 
La dopamine-o-quinone (DAQ) réagit facilement avec des nucléophiles de 
façons intra- et intermoléculaires. Elle représente aussi un intermédiaire pour des 
réactions d'oxydation menant à différents produits. D'abord, le groupement amine de 
la quinone peut attaquer l'anneau quinone électrophile pour former un aminochrome 
cyclique qui subit une tautomérisation pour former à son tour le 5,6-dihydroxyindole 
qui est un précurseur du pigment neuronal la neuromélanine (Napolitano et al. , 2011 ). 
En présence du fer, la DAQ peut également former la 6-hydroxydopamine qui est une 
neurotoxine (N apolitano et al., 1999). La DAQ représente un précurseur pour la 
formation enzymatique des tétrahydroisoquinolines tel que le salisinol (Mravec, 
2006). Le salisinol est une neurotoxine endogène causant le stress oxydatif et du 
dommage mitochondrial par son inhibition de la chaîne de transport d' électrons (Su et 
al., 2013). Le salisinol est également connu pour inhiber la TH, la COMT, et la MAO 
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suggérant un rôle perturbateur du métabolisme de la dopamine (Napolitano et al., 
2011). Finalement, la DAQ réagit avec les groupements thiols des acides aminés et 
des protéines. Les résidus cystéinyles sont importants au niveau de la structure 
secondaire et des modifications post-traductionnelles au niveau des protéines. Une 
dérivation de ces résidus mène à une perturbation de la fonction de ces protéines. 
Différentes études ont démontré que le DAT, la TH, et l' a-synucléine sont sujets à 
ces dérivations (Kuhn et al., 1999; Berman et al., 1996; Moore et al. , 2005). 
L ' addition de la DAQ a pour effet de limiter la capacité de la cellule à lutter contre le 
stress oxydatif. 
La neuromélanine est un pigment retrouvé dans des régions spécifiques du 
cerveau mais principalement dans la substance noire et le locus coeruleus. C'est un 
dérivé de la dopamine non-vésiculaire et dont la formation requiert la présence du fer 
qu'il soit sous forme de co-facteur ou sous forme libre (Sulzer et al. , 2000). La 
neuromélanine est un polymère non-covalent qui se maintient par des interactions 
d'empilage de type n (Dreyer et al. , 2012). Elle est retrouvée à l' intérieur d' organites 
autophagiques à double membrane ressemblant aux lysosomes (Tribl et al. , 2005). La 
neuromélanine aurait un rôle neuroprotecteur. D'abord, du fait de sa fonnation 
irréversible, elle représente un moyen efficace de séquestration de l'excès de 
dopamine (Sulzer et al. , 2000). Aussi, la neuromélanine est capable de lier les métaux 
de transition (plus spécifiquement le fer) . Ainsi, elle permet d' éviter la génération les 
radicaux hydroxyles via la réaction de Fenton (Fe (II) + Hz0 2 ---+ Fe(III) + OH- + 
OH-) (Zecca et al., 2006) et donc permet de protéger les cellules du stress oxydatif. 
Cependant, la neuromélanine peut avoir un effet néfaste pour la cellule dans le cas 
d'une haute teneur en fer (Double, 2006). Le stress oxydatif peut mener à une 
dégradation de la neuromélanine via une réaction de péroxydation menant à la 
libération d' ions métalliques et de toxines qui étaient accumulés par les granules de 
neuromélanine (Zecca et al. , 2002). La mort neuronale et la libération de la 
neuromélanine qui en résulte est soupçonnée d' activer le processus d' inflammation 
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(Wilms et al., 2003) qui génèrerait plus de stress oxydatif et la mort d'autres neurones 
(Zecca et al., 2006). 
Le stress oxydatif est une partie intégrante du métabolisme de la dopamine à 
cause de sa structure chimique. Le stress oxydatif est associé à plusieurs troubles 
neuronaux comme la maladie de Parkinson, la maladie d' Alzheimer, et la 
schizophrénie (Metodiewa et Koska, 2000). Les ROS peuvent être neutralisés par des 
petites molécules et par des enzymes anti-oxydantes (superoxyde dismutase, 
glutathione peroxydase, catalase) (Kohen et Nyska, 2002). Cependant, le niveau et 
l'activité de toutes ces molécules anti-oxydantes sont réduits et inhibés, 
respectivement, dans la substance noire d'individus atteints de la maladie de 
Parkinson (Napolitano et al., 2011 ), les rendant ainsi plus vulnérables au stress 
oxydatif. Les dommages ainsi créés par le stress oxydatif au niveau des 
macromolécules, ainsi qu'au niveau des organites (découplage de la chaîne de 
transport d'électrons) mènent à la mort neuronale (Halliwell, 2006). 
HOlf'î 
HO~NH 
Dopamine 2 
(DA) 
[O]! 
HOYYO 
ROOH O~NH 
6-Hydroxydopaminequinc?ne 
O~ Salisinol synthase HO~ 
 Acétaldéhyde NH 
0 NH2 HO , 
Dopamme-o-quinone tH
3 ! (R)-salismol 
HOXX> Protéines 
1 Péptides 0 
HO # ~ sYR1 
Leukod~~~ffnechrome HO~ ~HR2 
O~ HO~NH2 
o~N/ 5-Cystéinyldopamine 
. H 
Dopammochrome 
HO ! î · 
HOX)) 
5,6-DihydroxyiJ;dole 
[O]! 
O~ ~ Neuromélanine o J-
H 
5,6-Indolequinone 
Figure 1.11 Oxydation de la dopamine 
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La dopamine peut être oxydée de manière non-enzymatique en une forme quinone. 
Cet intermédiaire hautement réactif peut subir une cyclisation intramoléculaire et des 
oxydations subséquentes afin de générer des précurseurs à la neuromélanine. La DAQ 
peut réagir avec le peroxyde d' hydrogène pour former la 6-hydroxydopaminequinone 
ou avec des aldéhydes pour former les tétrahydroisoquinolines incluant le salisinol ou 
avec les résidus cystéinyles des protéines et peptides pour former des dérivées 5-
cystéinyle-dopamine. Illustration modifiée et adaptée de Meiser et al. (2013). 
CHAPITRE II 
HYPOTHÈSE ET MÉTHODOLOGIE 
La maladie de Parkinson est un trouble neurodégénératif caractérisé par la 
perte graduelle de neurones dopaminergiques au niveau de la SNpc du mésencéphale 
aboutissant à une perte d'autonomie motrice chez les individus atteints de la maladie 
(Perfeito et al., 2012). La dopamine est un neurotransmetteur qui peut mener à une 
toxicité oxydative lorsqu'il est présent dans le cytosol (Hastings, 2009). Au niveau 
cellulaire, cette maladie est caractérisée par des agrégats protéiques appelés corps de 
Lewy qui sont principalement composés d'a-synucléine agrégée (Spillantini et al., 
1997). Une des modifications spontanées que les protéines peuvent subir à travers 
leur vie est la formation de résidus isoaspartyles provenant de résidus aspartyles et 
asparaginyles. Cette modification implique un changement de position du lien 
peptidique de la position a à la position ~ qui dans la majorité des cas nuit à la 
conformation et à la fonction de la protéine touchée (Clarke, 2003). La PIMT est une 
des rares enzymes de réparation des protéines endommagées. Elle méthyle les résidus 
isoaspartyles afin d' aboutir à des résidus aspartyles (Desrosiers et Fanélus, 2011). 
L' expression de la PIMT diminue à travers l' âge puisque l' expression de son ARNm 
est 2.7 fois inférieure chez les individus âgés de plus de 73 ans comparés à ceux de 
moins de 42 ans (Lu et al., 2004). Aussi, l'ARNm de la PIMT est 1.4 fois plus 
abondant au niveau des neurones de la SNpc qu'au niveau des neurones de l'aire 
tegmentale ventrale (Greene et al. , 2005). La PIMT a été détectée au niveau des corps 
de Lewy (Xia et al. , 2008). L'analyse de cortex frontaux de rats exposés à la 
méthamphétamine (inhibiteur du VMAT2) a montré une diminution de l' expression 
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de la PIMT (Faure et al., 2009). Finalement, la PIMT semble avoir des propriétés 
anti-apoptotiques car sa surexpression a mené à une inhibition de la mort cellulaire 
(Cimmino et al., 2008). 
Ainsi, toutes ces données ont mené à l'hypothèse qu'un dysfonctionnement du 
métabolisme de la dopamine mènerait à une diminution de l' expression de la PIMT 
contribuant au processus apoptotique associé à la maladie de Parkinson. Le modèle 
choisi afin de tester cette hypothèse est l'apport extracellulaire de dopamine aux 
cellules de neuroblastome SH-SY5Y. La lignée cellulaire SH-SY5Y est un sous-
clone de la lignée cellulaire SK-N-SH qui est originairement issu d' une biopsie de la 
moelle osseuse d'un patient atteint d'un neuroblastome (Biedler et al., 1978). Les 
cellules SH-SY5Y représentent l' une des lignées cellulaires les plus utilisées pour 
imiter les neurones dopaminergiques puisqu' elles expriment le DAT qui récupère 
activement la dopamine extracellulaire (Xie et al. , 2010). 
Le premier objectif de cette recherche est de caractériser la diminution 
d'expression de la PIMT durant la toxicité oxydative induite par la dopamine 
extracellulaire. Afin de vérifier la diminution de l'expression protéique de la PIMT, 
une analyse de type Western a été effectuée à partir de lysats provenant des cellules 
SH-SY5Y traitées à la dopamine. Ensuite, en utilisant les mêmes conditions de 
traitements l'expression génique de PCMTJ (le gène codant pour la PIMT) a été 
mesurée via l' activité du promoteur en utilisant le test de la luciférase. Cette 
technique a permis également d' identifier les zones sensibles à l' effet de la dopamine 
au niveau du promoteur de PCMTJ en effectuant des troncations dans la séquence de 
ce dernier. Dans le but d' identifier les mécanismes par lesquels la dopamine induit la 
mort cellulaire et la suppression de l' expression de la PIMT, il y a eu recours à des 
traitements par des agents pro-oxydants (roténone, H202) ou anti-oxydants tels que la 
N-acétyl-L-cystéine (NAC) et le diméthylthiourée (DMTU) afin de confirmer 
l ' implication du stress oxydatif découlant de la dopamine cytosolique dans la 
diminution de l'expression de la PIMT. Cette dernière a été évaluée au niveau 
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protéique (analyse de type Western) et au niveau génique (activité du promoteur). 
L' implication du stress oxydatif au niveau de la diminution de l' expression de la 
PIMT a été corrélée à la mort cellulaire engendrée via la production de ROS. La mort 
cellulaire a été mesurée par le test de viabilité du 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) tetrazolium (MTT) alors que la production des ROS a 
été mesurée à l'aide de la sonde fluorescente 2',7'-dichlorofluorescéine (H2-DCF). 
Le deuxième objectif de cette recherche est de caractériser les propriétés anti-
apoptotiques de la PIMT lors de la mort cellulaire induite par la dopamine 
extracellulaire. Afin de vérifier que l' excès de dopamine déclenche le processus 
apoptotique qui mène à la mort observée des cellules, l'expression de marqueurs pro-
apoptotiques (p53 , caspase 3 clivée) et anti-apoptotiques (Bcl-xL) a été vérifiée par 
analyse de type Western. L'activation des caspases 3 a également été vérifiée en 
utilisant un substrat luminescent. Le caractère anti-apoptotique de la PIMT a été 
vérifié en surexprimant une forme sauvage et une forme catalytiquement inactive 
dans des cellules SH-SY5Y traitées à la dopamine puis en mesurant la survie 
cellulaire (test MTT) et l'activation de la caspase 3 (analyse de type western et 
substrat luminescent). Dans le but de démontrer l ' implication de la voie intrinsèque 
de l'apoptose dans cette mort cellulaire, l'activité de la caspase 9 a été mesurée en 
utilisant un substrat luminescent. Cette technique a aussi été utilisée pour montrer un 
effet inhibiteur d'une surexpression de la forme sauvage de la PIMT envers la voie 
intrinsèque. La surexpression de la PIMT a aussi été utilisée pour démontrer que cette 
enzyme possédait une propriété anti-oxydante en mesurant la production de ROS 
avec la sonde fluorescente H1-DCF. 
Le but global de cette recherche est de démontrer le rôle protecteur de 
l'enzyme de réparation de protéines endommagées, PIMT dans la mort neuronale 
causée par un déséquilibre de métabolisme de la dopamine. Sa capacité à protéger les 
cellules contre la mort cellulaire la rend ainsi une cible potentielle dans le traitement 
de la maladie de Parkinson. 
CHAPITRE III 
Article-Dopamine down-regulation of protein L-isoaspartyl methyltransferase is 
dependent on reactive oxygen species in SH-SYSY cells. 
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3.1 Dopamine down-regulation of protein L-isoaspartyl methyltransferase is 
dependent on reactive oxygen species in SH-SYSY cells. 
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RÉSUMÉ 
La maladie de Parkinson est un trouble neurologique caractérisé par la perte 
graduelle de neurones dopaminergiques de la substance noire du mésencéphale. La 
dopamine est soupçonnée de contribuer à cette perte sélective de neurones à travers le 
stress oxydatif qu' elle génère dans le cytosol. La protéine L-isoaspartyle 
méthyltransférase (PIMT) est une enzyme qui répare les protéines présentant les 
résidus isoaspartyles et qui possède des propriétés anti-apoptotiques. Le but de cette 
étude est d ' examiner l' effet régulateur que la dopamine aurait envers l' expression de 
la PIMT chez les cellules de neuroblastome SH-SY5Y. Nous avons démontré lors de 
cette étude que la dopamine mène à l' inhibition de l' expression de la PIMT au niveau 
de la protéine et du gène. Cette même inhibition du niveau protéique de la PIMT a été 
causée par l' inhibiteur de la chaîne de transport d'électrons, roténone. Ceci a été 
accompagné, dans les deux cas, par une augmentation de la mort cellulaire et de la 
production des dérivés réactifs d' oxygène (ROS). Un pré-traitement avec 
l' antioxydant N-acétyle cystéine (NAC) a neutralisé l' inhibition des niveaux 
protéiques de la PIMT induite par la dopamine. Le promoteur du gène PCMT 1 a été 
analysé et a permis d' identifier deux régions, l'une située entre 61 et 94 pb en amont 
du site d' initiation de la transcription est très sensible à l' effet inhibiteur de la 
dopamine sur l' activité du promoteur, alors que l'autre située entre 41 et 61 ph en 
amont du site d' initiation de la transcription semble être résistante à l' effet inhibiteur 
de la dopamine. L' inhibition de l' activité du promoteur de PCMTJ est causée par les 
ROS produits par la dopamine puisqu' elle a été secourue par le chélateur des radicaux 
hydroxyles, N,N'-diméthylthiourée. Donc, notre étude a identifié des nouveaux 
mécanismes moléculaires régulant l' expression de la PIMT. Ceci suggère que les 
ROS produits par la dopamine cytosolique culminent par l' inhibition des niveaux 
protéiques de la PIMT qui réduisent sa capacité à réparer les protéines impliquées 
dans l'apoptose et peut donc contribuer à la mort neuronale observée dans la maladie 
de Parkinson. 
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ABSTRACT 
Parkinson' s disease (PD) is a chronic and progressive neurological disorder 
that is characterized by the loss of dopaminergic neurons in the substantia nigra. 
Dopamine, via the oxidative stress that it generates in the cytosol, could contribute to 
the selective loss of neurons observed in PD. Protein L-isoaspartyl methyltransferase 
(PIMT) is an enzyme that repairs L-isoaspartyl-containing proteins and possess anti-
apoptotic properties. PIMT expression has been shown to decrease with age. 
Together, these observations prompted us to investigate whether dopamine can 
regulate PIMT expression in SH-SY5Y neuroblastoma cells. Here, we report that 
dopamine down-regulated PIMT at both gene and protein levels. The same inhibition 
of PIMT protein level was caused by the electron transport chain inhibitor, rotenone, 
which was accompanied, in both cases, by an increase in cell death and ROS 
production. In fact, pre-treatment with the antioxidant N-acetyl cysteine blocked 
PIMT dopamine-associated down-regulation. PCMT 1 promo ter mapping experiments 
allowed the identification of two regions that showed different sensitivity to DA 
action. A first region localized between 61 bp and 94 bp upstream of transcription 
start site was very sensitive to dopamine inhibition while a second region between 41 
bp and 61 bp appeared more resistant to dopamine inhibitory effect. The inhibition of 
PCMTJ promoter activity was mediated by dopamine-induced ROS since it was 
prevented by the hydroxyl radical scavenger N,N'-dimethylthiourea. Conversely, 
H20 2 inhibited in a dose-dependent manner the transcriptional activity of PCMTJ 
promoter. Therefore, our findings identified new molecular mechanisms, cytosolic 
dopamine and its resulting ROS, as inhibitors of PIMT expression. This suggests that 
ROS generated from cytosolic dopamine could reduce both the PCMTJ gene 
promoter activity and the PIMT protein level thus decreasing its capacity to repair 
proteins involved in apoptosis and could contribute to neuronal cell death observed in 
PD. 
59 
Keywords: Protein L-isoaspartyl methyltransferase; PCMIJ; PIMT; Dopamine; 
Oxidative stress; Parkinson's disease. 
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INTRODUCTION 
Parkinson' s disease (PD) is a neurological disorder that is associated with a 
gradual loss of dopaminergic neurons in the substantia nigra pars compacta (SNpc) of 
the midbrain (Perfeito et al. 2012). Causes of PD are still unknown with old age 
being the main risk factor for the progression of the disease (Thomas and Beal 2007). 
The etiology of PD is complex and likely involves numerous environmental and 
genetic heritable risk factors (Thomas and Beal 2007). Genetie mutation studies of 
the familial form of PD helped to identify key players in PD etiology such as a-
synuclein (a-Syn), a protein involved in the recycling of dopamine (DA) vesicles in 
pre-synaptic neurons (Lotharius and Brundin 2002). Mutated a-Syn represents the 
major component of protein aggregates known as Lewy bodies that are a biochemical 
feature of PD (Spillantini et al. 1997). The selective degeneration of dopaminergic 
neurons in PD suggests a possible involvement of DA in disease progression 
(Hastings 2009). An impaired mechanism of DA vesicular storage leads to DA 
release in the cytosol making it available for reactive species production by 
enzymatic and non-enzymatic mechanisms (Lotharius and Brundin 2002). Hydrogen 
peroxide (H20 2) is produced as a result of monoamine oxidase (MAO) action on 
cytosolic DA (Shih et al. 1999). Also, a slightly basic cytosolic pH favours auto-
oxidation of the DA catechol ring, therefore, producing reactive oxygen species 
(ROS) and DA-quinones, which are known to inhibit complex 1 of the mitochondrial 
electron transport chain, another biochemical feature of PD (Hastings 2009). 
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Protein L-Isoaspartyl MethylTransferase (PIMT) is a repair enzyme that 
targets L-isoaspartyl-containing proteins and acts by adding a methyl group to the u-
carboxyl group of the L-isoaspartyl residue (Desrosiers and Fanélus 2011). PIMT is 
ubiquitously expressed in organisms ranging from bacteria to humans. Human PIMT 
is 24.5 kDa monomeric enzyme that is comprised of two isoforms resulting from 
alternative splicing (Clarke, 2003). PIMT is considered to be a soluble protein 
although other forms of the enzyme have been found associated with membranes, 
cytoskeleton, and mitochondria (Boivin et al. 1993; Clarke 2003; Cueille et al. 2007; 
Fanélus et al. 2013). PIMT is highly abundant in the brain and testes (Mizobuchi et 
al. 1994). In the brain, PIMT is particularly enriched in neuronal cells of the SNpc, 
the locus coeruleus, and of the paraventricular nucleus (Billingsley et al. 1985). 
PIMT expression is known to decrease with age as its mRNA levels are 2.7 fold 
higher in individuals under the age of 42 than those of over the age of 73 (Lu et al. 
2004). According to cDNA microarray studies, PIMTl mRNA is more expressed in 
SNpc neuronal cells than in cells of the ventral tegmental area by 1.4 fold (Greene et 
al. 2005). PIMT has been associated with Lewy bodies in proteomic studies (Xia et 
al. 2008). Also, PIMT seems to possess anti-apoptotic properties since its 
overexpression has been shown to protect from programmed cell death (Cimmino et 
al. 2008). Furthermore, treatment of rats with the DA vesicular storage inhibitor 
methamphetamine, led to a decrease of PIMT levels in the frontal cortex (Faure et al. 
2009). Together, these observations led us to hypothesize that a cytosolic DA 
increase in PD could decrease PIMT levels. To test this possibility, we investigated 
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the effects of exogenous DA on PIMT expression when this neurotransmitter was 
added to SH-SY5Y neuroblastoma cells. As expected, we observed a decrease in 
PIMT at both the gene and protein levels in DA-treated SH-SY5Y cells. We 
identified two regions in PCMTJ promoter that showed different sensitivity to DA 
action. Importantly, we demonstrated that DA-induced decrease in PIMT abundance 
at gene and protein levels were mediated by ROS since they were attenuated by pre-
treatments with anti-oxidant agents, N,N'-dimethylthiourea (DMTU) and N-acetyl-L-
cysteine (NAC) respectively. Conversely, in SH-SY5Y cells incubated with H202 as 
a source of ROS, the transcriptional activity of PCMTI promoter was inhibited. 
Therefore, PCMTJ gene due to its ROS-sensitive promoter could to be a target in 
DA-associated neuronal cell death and could represent a key player for PD 
progress10n. 
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MATERIALS AND METHODS 
Mate rials 
SH-SY5Y neuroblastoma cells, dopamine, rotenone, N,N'-dimethylthiourea, 
N-acetyl-L-cysteine, and catalase were purchased from Sigma-Aldrich (Oakville, 
ON). Hydrogen peroxide, 30% (v/v), was purchased from Caledon laboratory 
chemicals (Georgetown, ON). A polyclonal antibody against PIMT was produced by 
the Biotechnology Research Institute (Montreal, QC) as described (Lanthier and 
Desrosiers, 2006). The polyclonal antibody against a-tubulin was purchased from 
Cell Signaling Technology (Danvers, MA). The donkey anti-rabbit horseradish 
peroxidase-conjugated antibody was purchased from Jackson Immunoresearch 
Laboratories (West Grove, PA). The pGL4.10(1uc2) and the pGL4.74(hRluc/TK) 
vectors were purchased from Promega (Madison, WI). The full length (-1914/+ 390) 
human PCMTI promoter-luciferase plasmid was purchased from Norclone Biotech 
Laboratories (London, ON). 
Cell culture, treatment, and lysis 
SH-SY5Y cells were maintained m DME/F-12 1:1 medium (HyClone 
Laboratories, South Logan, UT) supplemented with 10% fetal bovine serum. Cells 
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were cultured in a humidified atmosphere of 5% C02 at 37 °C. For treatment, cells 
were seeded at a density of 200 000 or 10 000 cells/well in 6 wells- or 96 well-plate, 
respectively. Cells were treated with either 50 µM or 200 µM dopamine for 48 hrs. 
When indicated, cells were co-incubated with 200 µM DA and either 350 U/mL or 
700 U/mL filtered catalase for 48 hrs. Following treatments as described in the figure 
legends, cells were washed with ice-cold phosphate-buffered saline (PBS) and then 
lysed in ice for 30 min in lysis buffer (50 mM Tris-HCl pH 7.4, 1 % CHAPS, 300 mM 
NaCl, 1 mM EDTA) containing 1 mM sodium fluoride (NaF), 1 mM sodium 
vanadate (Na3 VÜ4) and a protease inhibitor cocktail (Calbiochem, San Diego, CA). 
Cell lysates were clarified by centrifugation at 10 000 g for 10 min. Protein 
concentrations were determined using the micro BCA reagent kit (Thermo Scientific, 
Rockford, IL) with bovine serum albumin (Thermo Scientific, Rockford, IL) as the 
standard. When used as a vehicle, dimethyl sulfoxide (DMSO) was kept at a final 
concentration of 0.1 % (v/v). 
SDS-PAGE and Western blot analysis 
Equal amounts of proteins were mixed with Laemmli buffer, heated for 4 min 
at 1 OO °C and then separated by sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 
electrophoresis (SDS-P AGE) (Laemmli, 1970). Separated proteins were transferred 
to 0.45 µm-pore-diameter polyvinylidene difluoride (PVDF) membranes (Pall Life 
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Sciences, Pensacola, FL). PVDF membranes were then blocked for 1 h at room 
temperature in Tris-buffered saline (20 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl) 
containing 0.1 % (v/v) Tween 20 {TBS-T) and 5 % non-fat dry milk (BioRad, 
Mississauga, ON). PVDF membranes were incubated ovemight at 4 °C with the 
primary antibodies diluted in TBS-T, and then incubated for 1 h at room temperature 
with a 1 :2500 dilution of donkey anti-rabbit IgG conjugated to horseradish 
peroxidase in TBS-T containing 5 % non-fat dry milk. Immunoreactive bands were 
detected with HyGlo Chemiluminescent HRP Antibody Detection Reagent (Denville 
Scientific, Metuchen, NJ) followed by exposition to HyBlot CL Autoradiography 
films (Denville Scientific). The autoradiograms were scanned for quantification. 
RNA isolation and RT-PCR 
RNA from cells was isolated using TRizol reagent (lnvitrogen, Burlington, 
ON), according to manufacturer ' s directions, and quantified using the absorbance at 
260 nm. For each RT-PCR reaction, 1 µg of RNA was used. Ali primers were 
purchased from Alpha DNA (Montreal, QC). The forward primer used to amplify the 
PIMT cDNA was 5'-GAAGCCCCTTATGATGCCATTC-3' whereas the reverse 
primer was 5'-TTTGAGGACTGAGATGAGCAATCC-3' thus, yielding a 299 bp for 
the type 1 isoform and a 346 bp for the type II isoform. a-Tubulin was amplified to 
serve as a control with the forward primer 5'-GCCATTGCCACCATCAAGAC-3' and 
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the reverse primer 5'-CACACCAACCTCCTCATAATCCTTC-3', resulting in a 323 
bp product. RT-PCR reactions were performed with SuperScript One-Step RT-PCR 
with Platinum Taq System (Invitrogen). The reverse transcriptase reaction was done 
at 50 °C for 20 min followed by a denaturation step at 94 °C for 2 min. The 
amplification reaction was carried out for 30 cycles at 94 °C for 45 s, 52 °C for 45 s 
and 72 °C for 90 s. These steps were concluded by a final extension of 7 min 72 °C. 
RT-PCR products were analyzed on a 1.8 % agarose gel stained with ethidium 
bromide. 
Promoter of human PCMTJ gene and construction of reporter plasmids for 
luciferase assays 
The human PCMTJ promoter-luciferase plasmid was obtained from Norclone 
Biotech Laboratories (London, ON) and corresponded to sequence -1914 to + 3 90 
cloned into the Kpnl/Xhol sites of pGL4.10 Luciferase vector [luc.2]. The promoter 
sequence, confirmed by sequencing was totally identical to the GenBank sequence. 
Different regions of PCMT 1 promo ter were amplified by PCR using specific primer 
pairs (Table 1) and subcloned into Kpnl and Xhol sites of pGL4.10 Luciferase vector 
[luc.2], thereby, creating the deletion constructs illustrated in Fig. 3. For mutant 
mAhr/ Ar, (Ahr, aryl hydrocarbon receptor) point mutations were created by site 
directed PCR mutagenesis and the GTG residues of the core sequence of Ahr/ Ar ( 5' -
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GCGTG-3 ') were mutated to TTA. All amplicons were purified, digested with Kpnl 
and Xhol and ligated in the correct orientation into the pGL4.10 plasmid. High 
fidelity Phusion polymerase (NEB, New England Biolabs, CA) was used for all 
amplifications and mutants were verified by DNA sequencing. 
Transf ections 
For all transfection-based experiments, a ratio of 3 µL of the transfection 
agent TurboFectin 8.0 (OriGene, Rockville, MD) to 1 µg of DNA was used. For each 
condition, the appropriate amount of TurboFectin 8.0 was incubated with 100 µLof 
serum free medium for 5 min at room temperature. The appropriate amount of 
. plasmid DNA was then added. The mixture was incubated for 30 min at room 
temperature. The mixture was added dropwise to the cells and incubated for 24 h. 
Luciferase activity measurements 
Both Firefly and Renilla luciferase activities were assessed using the Dual-
Luciferase Reporter assay system (Promega), according to the manufacturer' s 
directions. Following co-transfection with both luciferase vectors and treatments as 
described in the figure legends, SH-SY5Y cells were rinsed with PBS. Then, cells 
were lysed with the appropriate volume of Passive Lysis Buffer for 15 min at room 
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temperature with gentle shaking according to the manufacturer' s directions. The 
firefly luciferase activity was measured by adding 1 OO µl of the Luciferase Reagent II 
(LAR II) to 20 µl of cell lysate from each condition. The Renilla luciferase activity 
was measured by adding 100 µl of the Stop & Glo Reagent to the same assay. 
Luciferase activities were measured using a MLX Microtiter Plate Luminometer 
(Dynex Technologies, Chantilly, V A) with an auto-injector system set to perform a 2-
second pre-measurment delay, followed by a 20-second measurement period for each 
reporter assay. 
Cell viability assay 
Cell viability was assessed by using the Vybrant MTT Cell Proliferation 
Assay Kit (Invitrogen) on a 96-well microplate. When cells were treated with DA, the 
culture medium became dark. Since DA interfered with the cell viability assay, cells 
were washed twice with serum-free culture medium before performing MTT assays. 
After adding 100 µlof serum-free fresh culture medium, 10 µl of the 12 mM MTT 
stock solution was added to each well. Cells were incubated for 4 h at 37 °C. To 
dissolve the resulting formazan crystals, 1 OO µl of SDS-HCl was added into each well 
for ovemight incubation at 3 7 °C in a humidified atmosphere. The absorbance of this 
colored solution was read at 570 nm. 
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ROS measurement 
Following treatment, cells in a 96 well microplate were washed twice with 
serum free culture medium. After adding 200 µl of serum-free fresh culture medium 
containing 10 µM of 2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate (H2DCFDA) to each 
well, cells were incubated for 30 min at room temperature. The probe-containing 
medium was replaced with pre-warmed growth medium. After 5 min at 37 °C, the 
fluorescence was measured at 527 nm following an excitation at 495 nm. 
Statistical analysis 
Densitometric analyses of immunodetected proteins were done with an Epson 
3490 scanner (Epson Canada Ltd. , Toronto, ON) and with the TotalLab TL 1 OO 
program (Nonlinear USA Inc, Durham, NC). Results are representative of at least 
three individual experiments and data are represented as means ± SEM. Statistical 
analyses were performed by using Student's t test. All statistical analyses were 
performed by using GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, San Diego, CA). Only 
significant differences (p < 0.05) are indicated in figures . 
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RESULTS 
Exogenous dopamine down-regulated PIMT 
The neurotransmitter DA is a highly toxic compound and could be involved in 
the etiology of neurodegeneration in PD. It is well documented that the addition of 
exogenous DA to dopaminergic SH-SY5Y neuroblastoma cells induces oxidative 
toxicity in these cells (Jiang et al. 2008; Lev et al. , 2013). For these reasons, we used 
SH-SY5Y cells as a model to investigate the effect of exogenous DA on PIMT levels. 
Western blot analysis showed that PIMT levels decreased m a concentration-
dependent manner upon 48 h treatment with DA (Fig. lA). Densitometric 
quantification indicated that PIMT amounts normalized to the a-tubulin levels were 
significantly reduced by 53% at 200 µM DA (Fig. lB). 
DA auto-oxidation in the culture medium could induce the formation of H202. 
Thus, the inhibitory effect of DA on PIMT could be due to non-specific oxidative 
stress that has little to do with DA uptake by cells. Catalase is an enzyme scavenging 
extracellular H20 2 and it does not cross the plasma membrane. For instance, catalase 
was previously reported to protect PC12 cells from 6-hydroyxdopamine (6-0HDA) 
(Blum et al. 2000) and SH-SY5Y cells from DA (Colapinto et al. 2006) toxicity. 
Consequently, we analyzed the effect of extracellular catalase added to culture 
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medium of SH-SY5Y cells when they were treated with exogenous DA. The viability 
in cells treated with 350 U/mL catalase was similar to that observed in cells incubated 
in the absence of catalase for both conditions without and with DA (Fig. 1 C). For 
example, cell viabilities were 56% and 70% when cells were incubated with 200 µM 
DA for 48 h in the absence and the presence of 350 U/mL catalase (Fig. 1 C). 
However, when cells were treated with 700 U/mL catalase alone, the viability was 
significantly lower compared to control cells (73%) (Fig. lC). Thus, for the 
subsequent experiments, SH-SY5Y cells were treated with 350 U/mL catalase. 
Western blot analysis and densitometric quantification once again showed that in the 
absence of catalase, exogenous DA at 200 µM for 48 h significantly decreased the 
amount of endogenous PIMT (Fig. 1 D and E). In the presence of catalase alone, the 
PIMT level was similar, although slightly higher, to that seen in control cells (Fig. 1 D 
and E). Importantly, when cells were treated with catalase and with exogenous DA, 
PIMT level was significantly reduced relatively to PIMT amount present in cells 
treated with catalase alone (Fig. ID and E). Since catalase removes H20 2 that could 
be generated by DA auto-oxidation in the culture medium, these results clearly 
indicated that PIMT inhibition by DA was dependent on neurotransmitter uptake by 
the cells. 
72 
Exogenous DA inhibited PIMT mRNA levels 
The diminution in PIMT amount in the presence of DA could arise from a 
higher turnover or a lower synthesis rate of the protein. To further gain insight on the 
inhibition of PIMT by DA, we performed RT-PCR analyses of RNA isolated from 
control cells and cells treated with DA. Two major PIMT mRNA are known to result 
from alternative splicing of the single human gene (MacLaren et al. 1992). We 
employed sets of primers allowing to amplify both the type I (299 bp) and type II 
(346 bp) major forms of PIMT as described previously (Lapointe et al. 2005). The 
addition of 50 µM and 200 µM DA for 48 h reduced the level of both isoforms of 
PIMT mRNA without affecting that of a-tubulin mRNA used as a control (Fig. 2A). 
When both PIMT mRNA were quantified together by densitometry, the data showed 
that in SH-SY5Y cells treated with 200 µM DA for 48 h, the transcript levels 
decreased significantly by 67% (Fig. 2B). Thus, 200 µM DA for 48 h inhibited PIMT 
abundance at mRNA level. 
Exogenous DA reduced PCMTJ promoter activity 
We also investigated whether DA could inhibit PIMT at the transcription level 
m addition to the translational level. A promoter · construct corresponding to 
nucleotides -1914 to +390 of human PCMTl gene, the gene encoding for PIMT, was 
synthesized and cloned into the pGL4.10 Luciferase vector [luc.2]. PCMTJ promoter 
activity was assessed in vitro with a construct cloned upstream of the firefly 
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luciferase reporter gene in SH-SY5Y cells co-transfected with renilla luciferase as an 
internai control cloned into pGL4.74[hRluc/TK] plasmid. To determine whether DA 
has any effect on PCMTJ promoter activity, SH-SY5Y cells were incubated with 
increasing concentrations of DA for 48 h. As shown in Fig. 2C, 50 µM DA did not 
affect firefly luciferase activity in SH-SY5Y cells. However, upon the addition of 200 
µM DA, the activity of human PCMTJ promoter significantly decreased by 49% (Fig. 
2C). Thus, incubation of SH-SY5Y cells with 200 µM DA for 48 h was reducing 
PIMT expression by about 50% at the gene and the protein levels. 
Analysis of 5' deletion mutants of the PCMTJ promoter 
To identify promoter regions important in regulating human PCMTJ gene 
expression in response to DA, we generated a number of deletion mutants by PCR 
(Table 1) from the 5 '-end of the promo ter sequence to the transcription start site 
(TSS, indicated with + 1 in Fig. 3). In initial experiments, we screened the PCMTJ 
promoter activity using large deletion mutants. Luciferase assays showed that similar 
and full activities were measured in constructs (-1914/+390), (-1484/+3 90), (-
643/+390) and (-328/+390) when transfected into SH-SY5Y cells (Fig. 3A). 
lmportantly, the addition of 200 µM DA for 48 h to cells abolished PCMTJ promoter 
activity in all these constructs (Fig. 3A). These data clearly demonstrated that the 
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promoter region sensitive to DA inhibitory effect was present somewhere within the 
328 nucleotides upstream of the TSS. 
In subsequent experiments, we employed a panel of deletion mutant 
constructs to better characterize the promoter region initially identified in construct (-
328/+ 390) that was regulated by DA (Fig. 3A). In control cells incubated in the 
absence of DA, we did not observe any substantial variation of Luciferase activity in 
deletion mutants (-126/+390), (-94/+390) and (-6 1/+390) compared to the full length 
construct (-1914/+390) (Fig. 3B). However, the basal PCMTJ promoter activity 
significantly decreased by 69% in deletion mutant construct (-41/+ 390) relatively to 
the full length construct (-1914/+390) and was strongly inhibited, by about 88%, in 
deletion mutant constructs (-24/+390), (-12/+390), and (+12/+390) (Fig. 3B). Thus, 
the functional sequences responsible for the constitutive activation of PCMTJ 
promoter appeared to be localized between 24 and 61 bp upstream of the TSS. 
In cells treated with 200 µM DA for 48 h, Luciferase activity level in deletion 
mutant constructs (-126/+ 3 90), (-94/+ 3 90), and (-61 /+3 90) was similar to that seen in 
full length construct (-1914/+390) (Fig. 3B). In fact, PCMTJ promoter activity in the 
presence of DA varied between 31 % and 44% of that measured in control cells 
transfected with the construct (-1914/+390) (Fig. 3B). Upon treatment with 200 µM 
DA for 48 h, Luciferase activities in deletion mutants (-24/+390), (-12/+390) and 
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( + 12/+ 3 90) were very low but similar to th ose detected for these constructs in 
untreated SH-SY5Y cells (Fig. 3B). Indeed, for these three constructs, Luciferase 
activities were significantly inhibited by DA compared to that of full length construct 
(-1914/+390) (Fig. 3B). Unexpectedly, the Luciferase activity in the deletion mutant 
construct (-41 /+390) was significantly higher in DA-treated cells relatively to that 
seen for the constitutive activity partly due to the weak basal PCMTJ promoter 
activity of this construct in untreated cells (Fig. 3B). Thus, our data suggested that 
two regions in PCMTJ promoter responded differently to DA. A first region of 
PCMT 1 promo ter localized somewhere between 61 bp and 94 bp upstream of the 
TSS was very sensitive to DA inhibition while a second region between 41 bp and 61 
bp upstream of the TSS appeared more resistant to DA inhibitory effect when using 
deletion mutant constructs from the 5 ' -end of the promo ter sequence. 
Mutational analysis of putative AhR motif in PCMTJ promoter 
Our investigations with deletion constructs from the 5' -end of the PCMT 1 promo ter 
suggested that a region between 41 bp and 61 bp upstream of TSS could be resistant 
to the inhibitory effect of DA on PCMTJ promoter activity. In order to elucidate 
further the involvement of this regulatory sequence in response to DA treatments, we 
performed a bioinformatic analysis with the software TFSEARCH of the PCMTJ 
promoter sequence to identify putative transcription factor binding sites (Fig. 3C). 
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Among those potential binding sites, a putative Aryl hydrocarbon receptor (AhR)-
motif at -37/-22 bp was found. Thus, point mutations at nucleotides -27, -26, and -25 
in AhR-motifwere created by PCR (Table 1) and mutated constructs were verified by 
nucleotide sequencing. In contrast to the control construct (-521 /+ 390) whose 
Luciferase activity was significantly inhibited by a treatment with 200 µM DA for 48 
h (Fig. 3D), point mutations in AhR-motif rendered the activity of the mutated 
construct less sensitive to DA inhibition (Fig. 3D). Thus, these results showed that 
mutating the putative AhR-motif, the PCMTJ promoter became more resistant to the 
inhibitory effect of DA. 
Rotenone as dopamine down-regulated PIMT level 
Mitochondrial dysfunction has been implicated in various neurodegenerative 
disorders and it seems to play a critical role in PD. For instance, several proteins that 
are mutated in familiar forms of PD including Parkin, DJ-1 and a-syn appear to have 
major roles in maintaining mitochondrial functions and protecting against oxidative 
damages (Lin et al. 2009). Moreover, the lipophilic pesticide rotenone, a well known 
inhibitor of mitochondrial complex 1, induces oxidative damages similar to those 
observed in brains from PD patients (Betarbet et al. 2000). Thus, we compared the 
effects of DA and rotenone, two agents known to interfere with mitochondrial 
functions, on PIMT levels. SH-SY5Y cells were treated with 200 µM DA or 10 µM 
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rotenone for 48 h. Then, PIMT levels were analyzed by Western blotting (Fig. 4A). 
Interestingly, treatrnents with both DA and rotenone significantly reduced PIMT 
levels (Fig. 4A and B). The level of a-tubulin that was used as a loading control was 
unaffected by DA and rotenone (Fig. 4A). 
Since DA and rotenone are known to generate ROS in different cellular 
models, we tested whether the lower amount of PIMT noted in SH-SY5Y cells in the 
presence of these two agents causing mitochondrial dysfunctions was accompanied 
by the production of ROS. Using the DCHF probe, which becomes fluorescent 
proportionally to ROS formation, we found that in SH-SY5Y cells treated with 200 
µM DA or 10 µM rotenone for 48 h significantly induced ROS production by 1.2-
fold relatively to untreated cells and cells treated with DMSO respectively (Fig. 4C). 
Next, cell viability was measured under the same conditions. While cell incubation in 
the presence of 200 µM DA for 48 h decreased significantly cell viability by 34%, 10 
µM rotenone for 48 h significantly inhibited cell viability by 81 % (Fig. 4D). 
Dopamine down-regulation of PIMT was mediated by dopamine-induced ROS 
Having demonstrated that DA effectively induced ROS in SH-SY5Y cells, we 
wanted to examined whether ROS could down-regulate PIMT expression through this 
mechanism. To investigate this possibility, cells were pre-treated with the antioxidant 
NAC prior to DA treatments . The antioxidant NAC is usually used to increase 
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intracellular levels of glutathione, one of the major non-enzymatic antioxidants in 
cells (Dean et al. 2011). As expected, Western blot and densitometric analyses 
demonstrated that the PIMT level decreased significantly by half in cells treated with 
200 µM DA for 48 h (Fig. SA and B). More importantly, PIMT down-regulation by 
DA was significantly abolished when 1 mM NAC was added 1 h prior to DA (Fig. 
SA and B) while NAC alone did not affect PIMT level (Fig. SA and B). Again, a-
tubulin used as a control remained stable in the presence of DA and NAC (Fig. SA). 
As seen in Fig. SC, when added prior to DA, NAC pre-treatment abrogated 
the DA-induced ROS formation in agreement with its antioxidant property. Indeed, 
NAC alone did not influence ROS formation in comparison with the control (Fig. 
SC). Cell viability was significantly lower in cells treated with 200 µM DA for 48 h 
(Fig. SD). However, cell viability was significantly higher in SH-SYSY cells pre-
treated with NAC prior to incubation with DA (Fig. 5D). As expected, NAC itself did 
not affect cell viability (Fig. SD). Together, these findings convincingly demonstrated 
that DA was a ROS inducer and ROS decreased PIMT at the protein level in SH-
SYSY cells. 
ROS inhibited PCMTJ promoter activity in SH-SYSY cells 
Since we demonstrated that inhibition of PIMT protein level by exogenous 
DA was mediated by ROS production, we also determined whether these ROS could 
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down-regulate PCMTI promoter activity. To examine the role of ROS on PCMTJ 
transcription, SH-SY5Y cells were co-transfected with the full-length PCMTI 
promoter-Luciferase vector (-1914/+390) and with pGL4.74[hRluc/TK] plasmid used 
as an interna! expression control vector. Once again, when SH-SY5Y cells were 
transfected with the construct (-1914/+390), the Luciferase activity was strongly and 
significantly reduced following the addition of 200 µM DA for 48 h relative to 
control cells (Fig. 6A). The possible role of ROS in inhibiting PCMTI transcription 
was assessed by adding 1 mM DMTU, a hydroxyl radical scavenger (dos Santos et al. 
2007), for 1 h prior to cells incubation with 200 µM DA for 48 h. This scavenger was 
selected because it has been reported that adding DA to SH-SY5Y cells stimulated 
the production of hydroxyl radicals (Wang et al. 2008). Interestingly, DMTU totally 
prevented the loss of Luciferase activity observed for the construct (-1914/+390) 
when cells were treated with DA (Fig. 6A). No significant differences were observed 
between DMTU-treated and control cells, indicating that DMTU alone has no affect 
on the Luciferase activity of the construct (-1914/+390) (Fig. 6A). 
In further experiments, SH-SY5Y cells were incubated with different 
concentrations of H20 2 for 24 h as a source of ROS. As expected, H20 2 significantly 
inhibited PCMTI promoter activity in a dose-dependent manner (Fig. 6B). For 
instance, in cells treated with 200 µM H20 2 for 24 h, the Luciferase activity of 
PCMTl promoter was significantly decreased by 80% (Fig. 6B). Together, these 
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findings let us conclude that two types of ROS, H20 2 and likely hydroxyl radicals 
generated by DA inhibited the transcriptional activity of human PCMTJ gene. 
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DISCUSSION 
A disruption of DA homeostasis due to age, genetic predisposition or 
environmental factors could be neurotoxic and lead to neurodegeneration. lt is well 
established that neurodegeneration of dopaminergic neurons is the main pathological 
feature of PD. For instance, the neurotoxicity of DA has been demonstrated in vivo by 
its injection directly into the striatum of rats (Filloux and Townsend, 1993), m 
pnmary cultures of dopaminergic neurons (Michel and Hefti, 1990) and m 
neuroblatoma cells (Jiang et al. 2008; Lev et al., 2013). In particular, exogenous DA 
added to human SH-SY5Y cells has been extensively used as a model to characterize 
apoptosis (Junn and Mouradian, 2001) and autophagy induced by DA (Giménez-
Xavier et al. 2009), to evaluate the effect of DA on cell reductive power (Giménez-
Xavier et al. 2006), to elucidate the role of oxidative toxicity induced by DA (Jiang et 
al. 2008), to assess the effect of DA on a-syn oligomerization (Yamakawa et al. 
2010), to demonstrate that a-syn and DJ-1 are protective against DA toxicity 
(Colapinto et al. 2006; Lev et al., 2009; Lev et al., 2013), to study mitochondrial and 
lysosome dysfunctions by DA (Yong-Kee et al. 2012), to analyze iron contribution in 
oxidative toxicity of DA (Wang et al. 2008), to examine the role of parkin in 
manganese and DA-dependerit cell death (Higashi et al. 2004), and for proteomic 
study to identify proteins whose synthesis is modulated by DA (G6mez-Santos et al. 
2005; Alberio et al. 2010). These studies were possible because SH-SY5Y cells 
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express DA transporter (DAT) which actively uptakes extracellular DA back into 
dopaminergic neurons (Xie et al. 2010) allowing the accumulation of cytosolic DA 
when this neurotransmitter is added to the culture medium. 
In this study, we used human SH-SY5Y cellular model to investigate the 
effects of cytosolic DA on the PIMT enzyme which recognizes and repairs abnormal 
L-isoaspartyl residues in proteins (Clarke 2003; Lanthier and Desrosiers 2004; 
Desrosiers and Fanélus 2011). PIMT is highly abundant in brain and is enriched in 
neuronal cells of the SNpc (Billingsley et al. 1985). PD is a neurodegenerative 
disorder characterized by the progressive loss of dopaminergic neurons in the SNpc 
while oxidative toxicity of cytosolic DA appears to play a critical role in this process 
(Miyazaki and Asanuma, 2008). Previously, it has been reported that a decreased 
PIMT amount in the frontal cortex of rats was caused by methamphetamine 
treatment, a drug inhibiting DA vesicular storage (Faure et al. 2009). This 
observation led us to postulate that an increase in cytosolic DA level should decrease 
PIMT amount. As expected, we found that exposure of SH-SY5Y cells to exogenous 
DA induced a rapid and strong downregulation of PIMT at protein level. For 
example, a treatment with 200 µM DA for 48 h reduced PIMT protein by about 50%. 
Furthermore, a treatment with 10 µM rotenone for 48 h also reduced PIMT level by 
half. This pesticide product has been reported to inhibit vesicular monoamine 
transporter 2 (VMAT2) by nitration leading to DA redistribution to cytosol of SH-
HY5Y cells (Watabe and Nakaki , 2008). Thus, rotenone could mimic DA effect on 
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PIMT by favoring DA accumulation in cytosol. This suggests that the decrease of 
PIMT amount induced by both DA and rotenone could be dependent of a lower 
protein synthesis or a higher PIMT turnover. This assumption is supported by 
proteomic studies analyzing DA effects on protein levels in SH-SY5Y cells. A 
proteomic study reported significant changes in amounts of 23 proteins separated by 
two-dimensional gel electrophoresis when treated with 250 µM DA for 24 h (Alberio 
et al. 2010) while another group used proteomic antibody arrays and incorporation of 
radioactive methionine into proteins to demonstrate that 500 µM DA for 12 h 
increased the synthesis of 33 proteins and decreased that of 30 proteins (G6mez-
Santos et al. 2005). 
DA auto-oxidation in the culture medium could promote the production of 
H202. However, we obtained similar results on PIMT protein inhibition by DA in the 
absence or in the presence of catalase. Since catalase could scavenge H20 2 in culture 
medium without being able to cross the plasma membrane, these results support the 
assumption that PIMT inhibition at gene and protein levels was dependent on DA 
uptake by cells and not from non-specific oxidative stress affecting the cells. 
Furthermore, it has been previously reported that catalase could protect PC12 cells 
from 6-0HDA and SH-SY5Y cells from DA toxicity (Blum et al., 2000; Colapinto et 
al., 2006). Here, viability in cells treated with 350 U/mL catalase was similar to that 
observed in cells incubated in the absence of catalase for both conditions with and 
without DA. For instance, cell viabilities were 56% and 70% when cells were treated 
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with 200 µM DA for 48 h in the absence and the presence of 350 U/mL catalase, 
respectively. However, in cells treated with 700 U/mL catalase, the viability 
significantly decreased compared to control cells (73%). In another study using also 
SH-SY5Y cells, the addition of 700 U/mL catalase improved cell viability from about 
10% to 65% but a higher concentration of DA (1 mM, 24 h) was used to treat cells 
(Colapinto et al. 2006). A protective effect of catalase was reported when PC12 cells 
were treated with 6-0HDA (1 OO µM, 24h) where cell viability increased from about 
40% to 100% in the presence of 200 U/mL catalase (Blum et al. 2000). On the other 
hand, in SH-SY5Y cells treated under the same conditions with 6-0HDA, cell 
viability was higher when they were pre-treated for 24 h with 250 U/mL catalase but 
the enzyme at 2000 U/mL was unable to protect against cell death caused by the 
neurotoxic product (Iglesias-Gonzalez et al. 2012).Therefore, our results and those 
previously reported underlined the importance to determine the optimal catalase 
concentration to use to protect dopaminergic cells against DA and 6-0HDA toxicity. 
Most studies about PIMT are investigating biochemical functions of the 
enzyme or analyzing molecular mechanisms regulating its expression at protein level. 
However, very little is known about PCMTJ gene expression and regulation (DeVry 
et al. 1996; Wagner et al. 2008). To address this question, we cloned about 2 kb of 
promoter region of human PCMT 1 gene into a Luciferase vector to investi gate the 
structure of both constitutive and DA-dependent PCMTI promoter activities in SH-
SY5Y cells. Using series of 5' deletion constructs of the PCMTJ promoter, we 
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showed that the core activity was localized within the -61/-24 region relative to the 
TSS. A bioinformatics analysis of this particular region of the PCMTI promoter 
sequence with the software TFSEARCH suggests potential transcription factor 
binding sites for AML-la, Spl , CREB, AP-1 and Ahr/Ar. AML-la or RUNXl (Runt-
related transcription factor) is known to play a critical role in neuroblastoma cells 
growth and survival (!noue and Ito, 2011). Members of the Runx transcriptional 
factor family have been demonstrated to bind to- and function synergistically with 
those of the C/EBP family. The function of C/EBP~ (CCAAT/enhancer-binding 
protein beta) transcription factor has been investigated in several neuronal cell types 
and it was reported to be enhanced upon neuronal activation (Sun et al. 2007.) In 
differentiated PC12 cells treated with l-methyl-4-phenyl-pyridine ion (MPP+) as a 
PD model, mRNA and protein levels of Spl were increased (Ye et al. 2013). 
Addition of 6-0HDA to SH-SY5Y cells led to inhibition of basal activation of cAMP 
response element (CRE) present in the promoter sequences of different neuronal 
survival factors such as Bcl2 and BDNF likely due to cytoplasmic accumulation of 
phosphorylated CREB (Chalovich et al. 2006). In human neuroblastoma cell line SK-
N-BE(2)C, both 6-0HDA and MPP(+) induced expression of the of matrix 
metalloproteinase MMP-9 by prornoting AP-1 binding to MMP-9 promoter (Kim et 
al. 2010). AhR is a transcription factor regulating the activation of diverse genes 
through binding to the xenobiotic-responsive element (XRE). Interestingly, gene 
expression of tyrosine hydroxylase (TH), the rate-limiting enzyme of DA synthesis, is 
regulated by Ahr/Ar (Akahoshi et al. 2006). This suggests that dioxins and other 
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environmental toxics through TH gene up-regulation could enhance DA synthesis and 
possibly favor its accumulation in cytosol. Thus, the core promoter region of PCMT 1 
gene contains various motifs corresponding to potential binding sites for transcription 
factors that play pivotal roles in neuronal functions and that could play critical roles 
in neurodegeneration associated to PD. 
Our data with the deletion constructs showed that the region between 61 bp 
and 94 bp upstream of TSS was sensitive to DA inhibition. Furthermore, our 
observations also indicated that the inhibitory effect of DA was mediated by ROS. 
Together, these results suggest different possibilities where some of the ROS could 
directly oxidize nucleotides between 61 bp and 94 bp upstream of the TSS or 
altematively they could modify specific transcriptional factors essential for PCMTJ 
transcription. However, in the absence of DA, the basal PCMTI promoter activity in 
construct (-61/+390) which lacks the -94 to -61 region, possessed a Luciferase 
activity similar to that measured in constructs (-1914/+ 3 90), (-126/+ 3 90), and (-
94/+ 390). Thus, the -94 to -61 DNA region does not seem essential for the basal 
transcriptional activity of PCMTI promoter suggesting that the ROS arising from DA 
are more likely acting on transcription factors than the nucleotide sequence itself. 
This suggests that the inhibitory effect of ROS generated by DA are probably acting 
on transcription factors binding the -94 to -61 DNA region of PCMTI promoter. 
Analysis of this DNA sequence with the software TFSEARCH indicates potential 
binding sites for p300, MZFl, AML-la, and two binding sites for Spl. However, at 
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this point, the exact molecular mechanisms triggered by DA and its ROS to inhibit 
PCMTJ promoter activity in such region remain unknown. Further experiments will 
be required to gain a better insight into this -94 to -61 DNA region and to characterize 
the transcription factors present prior and following DA neurotransmitter treatment. 
Moreover, the analysis of PCMTI promoter activity in the presence of DA 
showed that a second DNA region between -61 /-41 bp conferred resistance to DA 
inhibition. To better understand the importance of this PCMTI promoter region, we 
studied it with the software TFSEARCH allowing us to identify a putative AhR-motif 
present at -37/-22 bp upstream of the TSS. It is usually assumed that in the absence of 
ligand, AhR is located in the cytosol in a complex with various chaperones (Guyot et 
al. 2013). After binding with a ligand, AhR and its chaperones translocate into the 
nucleus where the complexes dissociate and Ahr dimerizes with the Aryl 
Hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator (ARNT) protein. The AhR/ ARNT 
heterodimer binds to specific responsive elements of promoter regions of target genes 
and recruits a number of coactivator proteins to activate them. Here, we produced a 
construct (-521 /+390) carrying point mutations at nucleotides -27, -26, and -25 in the 
putative AhR-motif (Table 1 ). In contrast to its unmutated control construct (-
521 /+ 390) that was easily inhibited by 200 µM DA for 48 h, the construct with point · 
mutations in the putative AhR-motif was quite resistant to DA inhibition. However, 
we would expect that point mutations in an Ahr-motif should prevent or reduce the 
binding of AhR to DNA and thus the inhibitory effect of DA on the -94 to -61 DNA 
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region should be maximal with almost total inhibition of PCMTI promoter activity. 
An alternative explanation to these results is that this DNA region possesses a DA-
sensitive repressor element. However, at this point, the identity of this putative 
repressor remains elusive. Further experiments will be required to characterize the 
transcriptional factors present between 41 bp and 61 bp upstream of the TSS and 
what are DA effects on them. Notably, experiments should be performed to identify 
whether a repressor binds preferentially the DNA sequence between 41 bp and 61 bp 
upstream of the TSS of PCMTI promoter when cells are treated with DA. 
Increased ROS levels have been widely postulated to contribute to neuronal damages 
in PD. Unsurprisingly, bath exogenous DA and rotenone, down-regulated PIMT 
protein in a ROS-mediated fashion since PIMT inhibition was blocked in cells pre-
incubated with the antioxidant NAC. Furthermore, at the transcriptional level, the 
hydroxyl radical scavenger DMTU was able to rescue the loss of PCMTI promoter 
activity while the addition of H202 directly to cells decreased the transcriptional 
activity of human PCMTI gene. These data agree with a model where ROS generated 
by cytosolic DA down-regulate PIMT at gene and protein levels since both 
inhibitions were abrogated by antioxidant reagents DMTU and NAC (Fig. 7). In fact, 
numerous studies haye investigated the multiple effects of ROS generated upon the 
deleterious presence of cytosolic DA. Proper storage of DA into vesicles by VMA T2 
is required to maintain its homeostasis and to protect neurons from detrimental effects 
of its accumulation and oxidation in the cytosol (Fig. 7) (Alter et al. 2013). Under 
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normal conditions, low amounts of DA are present in the cytosol but blockade of DA 
uptake by methamphetamine (Kita et al. 2009) or mutations in proteins involved in 
vesicular fonctions (a-syn, leucine-rich repeat kinase 2 or LRRK2) (Alter et al. 2013) 
could favor its accumulation in cytosol. The excess of cytosolic DA could be 
metabolized by MAO at the mitochondria generating toxic products as DOP AC and 
H20 2 (Fig. 7). Altematively, auto-oxidation of DA in the cytosol yields quinones, 
various ROS including superoxide, H20 2, and hydroxyl radicals, as well as 
peroxynitrite (Fig. 7) (Miyazaki and Asanuma 2008; Alter et al. 2013). Indeed, all 
these harmful products, DOP AC, quinone adducts and various ROS arising from 
cytosolic DA are well known to be neurotoxic (Asanuma et al. 2003). Among ROS 
generated by cytosolic DA, we report that some of them such as H20 2 and likely 
hydroxyl radicals decreased PIMT level (Fig. 7). Interestingly, paraquat an herbicide 
that has been linked to PD and known to generate superoxide, H20 2, and hydroxyl 
radicals (Blesa et al. 2012), causes developmental delay at the second larval stage in 
nematode Caenorhabditis elegans deficient in active pcm-1 (K.hare et al. 2009). 
Furthermore, a study using porcine aortic endothelial cells that overexpressed an 
inactive mutant PIMT were more susceptible to H20 2-induced apoptosis than cells 
overexpressing the intact enzyme (Cimmino et al. 2008). Recently, it was reported 
that PIMT overexpression in rat myocytes protects against hypoxia/reoxygenation 
induced apoptosis (Yan et al. 2013). Together, these results clearly show that PIMT 
protects against apoptosis triggered by different oxidative stresses and this protective 
role is mediated by it catalytic activity. 
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CONCLUSION 
Here, we postulate that a gradua! PIMT decrease in dopaminergic neurons in 
the SNpc induced by accumulation of cytosolic DA would impair PIMT capacity to 
repair damaged proteins by isomerization which could render cells more susceptible 
to apoptosis and thus contributing to PD progression. This assumption is based on i) 
PIMT is an enzyme that repairs damaged proteins carrying abnormal L-isoaspartyl 
residues; ii) some of damaged proteins recognized by PIMT are involved in apoptosis 
processes; iii) PIMT is demonstrated to protect against apoptosis triggered by 
different oxidative stresses; iv) PIMT is relatively abundant in neuronal cells of the 
SNpc and v) our results showing · that DA inhibits PIMT at both gene and protein 
levels in a dopaminergic cell line. 
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ABBREVIATIONS 
6-0HDA, 6-hydroxydopamine; a-Syn, a-synuclein; Ahr, aryl hydrocarbon receptor; 
ARNT, Aryl Hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator; C/EBP~, 
CCAA T/enhancer-binding protein beta; CRE, cAMP response element; DAT, DA 
transporter; DMSO, dimethyl sulfoxide; DMTU, N,N'-dimethylthiourea; H2DCFDA, 
2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate; H2DCFDA, H20 2, Hydrogen peroxide; 
LRRK.2, leucine-rich repeat kinase 2; MAO, monoamine oxidase; MPP+, 1-methyl-4-
phenyl-pyridine ion; NAC, N-acetyl-L-cysteine; PBS, phosphate-buffered saline; 
PIMT, Protein L-isoaspartyl methyltransferase; PVDF, polyvinylidene difluoride; 
SDS-PAGE, sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis; ROS, 
reactive oxygen species; RUNX, Runt-related transcription factor; SNpc, substantia 
nigra pars compacta; TBS, Tris-buffered saline; TH, tyrosine hydroxylase; TSS, 
transcription start site; VMA T2, vesicular monoamine transporter 2; XRE, 
xenobiotic-responsive element 
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Table 1. Primers u sed for mutants of the PIMT promoter . 
Primers Seq11ence Tm (°C) Position Enzyme 
(-1 484/+ 390)-fwd 5' -GTGGAGGTacCAATGAGCCAAGA TC-3' 59 -1494/-1470 Kpnl 
(-643/+ 390)-fwd 5' -TTCTAAGGtAcCAAAGCTTTGCCCCA-3' 60 -654/-629 Kpnl 
(-52 1/+ 390)-fwd 5' -ACAAAGCCAGgatCCGGTGT ACTC-3 ' 59 -534/-510 Kpnl 
(-328/+ 390)-fwd 5' -GACTGCGGtACCACT AGCAGCG-3' 60 -337/-3 16 Kpnl 
(-126/+ 390)-fwd 5 ' -CTGGCAGCGGT AcCAGCCACA-3 ' 60 -1 34/-11 4 Kpnl 
(-94/+390)-fwd 5 ' -GCTGGGtacCACGCCTCCCCCG-3' 66 -1 03/-82 Kpnl 
(-61/+390)-fwd 5' -CACCCGGtacCACCCT AAGCCG-3' 62 -7 1/-50 Kpnl 
(-41 /+390)-fwd 5' -CGCGCGGtacCACAGAGCGCAT-3' 68 -5 1/-30 Kpnl 
(-24/+390)-fwd 5' -AGCGCATGgtacCCGCGGGGGAT-3' 64 -36/-1 4 Kpnl 
(-1 2/+ 390)-fwd 5 ' -CGGGGGtacCCGGGAGCGCGCA-3 ' 68 -2 1/+ 1 Kpnl 
( + 12/+ 390)-fwd 5' -CAGTGGCGGtAcCGGCGGCGAC-3' 66 -1/+2 I Kpnl 
(-1914/+ 390)-rev 5' -TCTTGATATCCTCGAGGTCCCGAGG-3' 59 +38 1/+405 Xhol 
P2XHOirev 5 ' -GCCGCTGCCtCgAgTGCGCGCT-3 ' 66 -7/+ 15 Xhol 
mAhr/AR-fwd 5' -GCGTCACAGAGCGCA TGCttaCCGCG-3' 66 -45/-20 
mAhr/AR-rev 5 ' -CGCGGtaaGCA TGCGCTCTGTGACGC-3' 66 -45/-20 
Bold characters are fo r restriction endonuclease sites white lower case letters correspond to 
mutated nucleotides . 
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Figure 1. Increasing concentrations of dopamine down-regulate PIMT expression levels. (A) 
SH-SY5Y cells were incubated without or with different dopamine concentrations for 48 h. 
Levels of PIMT and a-tubulin in cell lysates were then analyzed by Western blotting. (B) The 
histograms represent the ratio of PIMT amount to a-tubulin level in each condition. The 
ratios were calcul~ted following densitometric analysis. Each column is the mean ± SEM 
from three independent experiments. (C) SH-SY5Y cells were co-incubated without or with 
200 µM DA and with increasing concentrations of catalase for 48 hrs. The histograms 
represent the cell viability measured as the percentile ratio of optical density at 570 nm 
obtained by using the Vybrant MTT cell proliferation assay kit for each condition to that of 
the untreated ce li s. Each column is the mean ± SEM from three independent experiments. (D) 
PIMT and a-tubulin levels in cell lysates following DA and catalase treatments for 48 hrs 
were then analyzed by Western blotting. (E) The histograms represent the ratio of PIMT level 
to that of a -tubulin in each condition as determined by densitometric analysis. Each column 
is the mean ± SEM from three independent experiments. * One-sample Student' s t-test 
indicated significant different values (p < 0.05) from the value of 1.0 corresponding to 
untreated cells. 
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Figure 2. Exogenous dopamine inhibits the promoter activity of the PCMI'l gene. (A) SH-
SYSY cells were incubated without or with different dopamine concentrations for 48 h. Total 
RNA was isolated and RT-PCR analysis was performed using primers for PIMT and u-
tubulin as a control. (B) The histograms represent the ratio of PI.MT isoforms 1 (299 bp) and 
II (346 bp) mRNA expression together relatively to u-tubulin mRNA level in each condition. 
The ratios were calculated following densitometric analysis. Each column represents the 
mean ± SEM from three independent experiments. (C) SH-SYSY cells were co-transfected 
with either the PCMI'l promoter-Luciferase construct (-1914/+ 390) or the empty 
pGL4.lO[luc2] plasmid and with the pGL4.74[hRluc/TK] plasmid used as an internai 
expression contrai vector for 24 h followed by treatment with different concentrations of 
dopamine for 48 h. The histograms represent the relative light units (RLU) corresponding to 
the ratio of Firefly luciferase activity to the Renilla luciferase activity. Each column is the 
mean ± SEM from three independent experiments. * One-sample Student ' s t-test indicated 
significant different values (p < 0.05) from the value of 1.0 corresponding to untreated cells. 
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Figure 3. Dopamine-associated repression of the PCMI'l gene promoter activity is controlled 
at a 29 bp motif. SH-SY5Y cells were transfected with either the control pGL4.1 O[luc2] 
vector, the PCMI'J promoter-Luciferase construct (-1914/+390) , or different deletion-
bearing PCMI'l promoter-luciferase vectors deleted from the 5 ' end of the promoter 
sequence. In addition, cells were also transfected with the pGL4.74[hRluc/TK] plasmid used 
as an internai expression control vector for 24 h. Then, cells were treated with or without 200 
µM dopamine for 48 h. (A) and (B) The histograms represent the ratio of the relative light 
units (RLU) corresponding to the Firefly luciferase activity of various PCMI'l promoter 
constructs to the Renilla luciferase activity compared to that of the untreated cells containing 
the construct (-1914/+390). Each column is the mean ± SEM from three independent 
experiments. * One-Sample Student' s t-test indicated significant different values (p < 0 .05) 
from the value of 1.0 corresponding to untreated cells. # Student' s t-test indicated significant 
different values (p<0.05) for the indicated conditions. (C) PCMI'l promoter sequence up to -
174 nucleotides from TSS and the transcription factors binding sites predicted with the 
software TFSEARCH are shown. Bold characters correspond to the first nucleotide of 
PCMI'J promoter-Luciferase constrtfcts (-94/+390), (-61 /+390), (-41 /+390), and (-24/+390) 
of mutants deleted from the 5 ' end of the promoter sequence. Capital letters are for mutated 
nucleotides -27, -26, and -25 in a putative AhR binding site in PCMI'J promoter. (D) Here, 
SH-SY5Y cells were transfected with either the pGL4.lO[luc2] vector, a shorter PCMIJ 
promoter-Luciferase vector, the construct (-521/+390), or a PCMI'J promoter-Luciferase 
construct (-521/+390) mutated by PCR at nucleotides -27, -26, and -25 in a putative AhR-
motif (Table 1). Again as an intemal control, cells were transfected with the 
pGL4.74[hRluc/TK] plasmid. After 24 h, cells were treated with or without 200 µM 
dopamine for 48 h. The histograms are the ratio of Firefly luciferase activity to the Renilla 
luciferase activity compared to that of the untreated cells containing the construct ( -
521/+231). Each column is the mean ± SEM from three independent experiments. * One-
Sample Student' s t-test indicated significant different values (p < 0 .05) from the value of 1.0 
corresponding to untreated cells. # Student' s t-test indicated significant different values 
(p<0.05) for the indicated conditions. 
108 
A 
Ct1 DA DMSO Ro, 
- - ,,.:_ - j PIMT 
·- - - _..,:.. !a -Îubulln 
B 
--;; 1.0 
. , 
' -> 0 
c > 
~ ~ 0.5 
~ ~ 
a. ~ 
a: 
-o.o 
cf 0"' f':P 0~ «:-0< 
c 
-;;- 2000 
. 
- , 
• < 
> > 
. Vi ~ 1000 
0 ; 
O'.'. di 
~ 
0 
cf 0"' ~p «:-0< 
0 0~ 
# 
I~ 1::1n il r1l 
. 
u 
0 
c/ 0"< 0° 0~ «:-0< 
Figure 4. Rotenone like dopamine down-regulates PIMT level, induces ROS production and 
leads to cell death. SH-SY5Y cells were incubated with or without 200 µM dopamine for 48 
h. Altematively, cells were treated with DMSO (0.1 % (v/v)) used as a vehicle to solubilize 
rotenone or with 10 µM rotenone (Rot) for 48 h. (A) The level of PIMT and a -tubulin in cell 
lysates was then analyzed by Western blotting. (B) The histograms represent the ratio of 
PIMT amount to a-tubulin level in each condition. The ratios were calculated following 
densitometric analysis. Each column is the mean ± SEM from three independent experiments. 
(C) To assess ROS production following treatments, cells in each condition were incubated 
with 10 µM Hz-DCF at room temperature for 30 min. The histograms represent the ratio of 
the relative fluorescence at 527 nm for each condition to the mean value corresponding to cell 
viabi lity assays. Each column represents the mean ± SEM from eight independent 
experiments. (D) The histograms represent the cell viability measured as the percentile ratio 
of optical density at 570 nm obtained by using the Vybrant MIT cell proliferation assay kit 
for each condition to that of the untreated cells. Each column is the mean ± SEM from six 
independent experiments. * One-sample Student's t-test indicated significant different values 
(p < 0.05) from the value of 1.0 or l OO % corresponding to untreated cells. # Student's t-test 
indicated significant different values (p<0.05) for the indicated conditions. 
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Figure 5. NAC rescues doparnine-associated PIMT down-regulation and attenuates cell death 
via its antioxidant properties. SH-SY5Y cells were pre-incubated with or without 1 rnM NAC 
for 1 h. Cells were then incubated with or without 200 µM dopamine for 48 h. (A) Arnounts 
of PIMT and a.-tubulin in cell lysates were then analyzed by Western blotting. (B) The 
histograrns represent the ratio of PIMT level to that of a.-tubulin in each condition. The ratios 
were calculated following densitornetric analysis. Each column is the mean ± SEM from 
three independent experirnents. (C) Following treatrnents, cells in each condition were 
incubated with l 0 µM fü-DCF at roorn ternperature for 30 rnin to rneasure ROS levels. The 
histograrns represent the ratio of the relative fluorescence at 527 nrn for each condition to the 
rnean value corresponding to cell viability assays. Each colurnn is the cell viability rneasured 
as the rnean ± SEM from four independent experiments. (D) The histograms represent the 
cell viability rneasured as the percentile ratio of optical density at 570 nrn obtained by using 
the Vybrant MTT cell proliferation assay kit for each condition to that of the untreated cells. 
Each colurnn represents the mean ± SEM from eight independent experiments. * One-sample 
Student' s t-test indicated significant different values (p < 0.05) frorn the value of 1.0 or 100 
% corresponding to untreated cells. # Student' s t-test indicated significant different values 
(p<0.05) for the indicated conditions . 
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Figure 6. The PCMTJ-promoter activity is modulated by reactive oxygen species. SH-SY5Y 
cells were co-transfected with either the full-length PCMTJ promoter- Luciferase construct (-
1914/+231) or the empty pGL4.10[luc2] vector and with the pGL4.74[hRluc/TK] plasmid 
used as an interna! expression control vector for 24 h . (A) Following these transfections, cells 
were pre-incubated with or without 1 mM DMTU for 1 h. Cells were then incubated with or 
without 200 µM dopamine for 48 h. The histograms represent the relative light units (RLU) 
corresponding to the ratio of Firefly luciferase activity to that of the Renilla luciferase 
activity. Each column is the mean ± SEM from three independent experiments. (B) 
Following transfection experiments with the same constructs as above, cells were treated with 
increasing concentrations of Hi02 for 24 h. The histograms represent the ratio of Firefly 
luciferase activity to that of the Reni lia luciferase activ ity. Each column is the mean ± SEM 
from three independent experiments. * One-sample Student' s t-test indicated significant 
different values (p < 0.05) from the value of 1.0 corresponding to untreated cells. # Student ' s 
t-test indicated significant different values (p<0.05) for the indicated conditions. 
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Figure 7. Schematic diagram of dopamine effects on PIMT expression at gene and protein 
levels. 
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RÉSUMÉ 
La maladie de Parkinson est le trouble neuromoteur le plus courant dans le 
monde. Le processus neurodégénératif de la maladie de Parkinson est causé par une 
détérioration mitochondriale et par le stress oxydatif généré par le métabolisme de la 
dopamine dans le cytosol. La protéine L-isoaspartyl méthyltransférase (PIMT) est une 
enzyme de réparation possédant des propriétés anti-apoptotiques. Nous avons déjà 
démontré que l' expression de la PIMT est inhibée au niveau du gène et de la protéine 
par le stress oxydatif induit par la dopamine chez les cellules de neuroblastomes SH-
SY5Y. Le but de cette présente étude est d' étudier la fonction anti-apoptotique de la 
PIMT envers la mort cellulaire induite par la dopamine afin de mieux comprendre Son 
rôle neuroprotecteur. La surexpression de la forme sauvage de la PIMT a protégé les 
cellules SH-SY5Y contre la mort cellulaire et l' activation des caspases 3 induites par 
le traitement à la dopamine alors que la surexpression de la forme mutante de la 
PIMT n' a pas eu le même effet. La voie intrinsèque de l' apoptose, représentée par la 
mesure de l 'activité de la caspase 9, est déclenchée par les dérivés réactifs de 
l' oxygène (ROS) issus du métabolisme de la dopamine. La surexpression de la forme 
sauvage de la PIMT a complétement empêché la stimulation de l' activité de la 
caspase 9 induite par la dopamine. En plus, les cellules surexprimant cette forme 
sauvage de la PIMT ont produit moins de ROS que les cellules qui ne la surexprime 
pas et ceci malgré le traitement à la dopamine. Ces données montrent que l' inhibition 
de l'expression de la PIMT induite par la dopamine est un évènement important qui 
contribue à la mort neuronale. La fonction anti-apoptotique de la PIMT semble 
dépendre de son association avec la machinerie anti-oxydante de la cellule. 
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ABSTRACT 
Parkinson's disease (PD) is the most common neurodegenerative motor 
disorder in the world. The main causes of neurodegeneration in PD are mitochondrial 
impairment and oxidative stress promoted by dopamine (DA) metabolism in the 
cytosol. Protein L-isoaspartyl methyltransferase (PIMT) is a protein repair enzyme 
with antiapoptotic properties. We previously reported that PIMT was downregulated 
at both gene and protein levels by DA-induced oxidative stress in SH-SY5Y 
neuroblastoma cells. The purpose of the current study was to investigate the 
antiapoptotic function of PIMT towards DA-induced cell death to better understand 
its specific neuroprotective role. In contrast to its inactive mutant, overexpression of 
wild-type PIMT protected SH-SY5Y cells from cell death and caspase 3 activation 
upon DA treatments. The intrinsic pathway of apoptosis as measured by caspase 9 
activity was triggered by reactive oxygen species produced from DA metabolism and 
overexpression of wild-type PIMT totally prevented caspase 9 activity stimulated by 
DA. In addition, cells overexpressing wild-type PIMT produced significantly less 
reactive oxygen species despite DA treatrnent than cells that do not overexpress 
PIMT. Together, these data indicate that DA-associated PIMT downregulation is an 
important event contributing to neuronal cell death. More importantly, the PIMT 
antiapoptotic capacity seems to be dependent on its involvement in the cellular 
antioxidant machinery. 
Keywords: Protein L-isoaspartyl methyltransferase; PIMT; Dopamine; Apoptosis; 
Parkinson' s disease; Oxidative stress. 
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INTRODUCTION 
PD is a chronic neurodegenerative disease with motor symptoms that include 
tremor, rigidity, bradykinesia/akinesia and postural instability (Savitt et al. 2006). 
Pathologically, PD is characterized by the specific loss of dopaminergic neurons of 
the substantia nigra pars compacta (SNpc) of the midbrain (Perfeito et al. 2012). As 
cell loss progresses to other regions of the brain such as the forebrain, cognitive 
decline and dementia are witnessed in late PD patients (Jellinger 2012). Despite 
existing treatments that attenuate PD symptoms such as DA replacement therapy with 
L-DOPA and deep brain stimulation, there is no treatment that fully inhibits the 
neurodegenerative process (Antonini and Cilia 2009; Farris and Giroux 2011). This is 
due to a difficulty in understanding the underlying mechanisms for progressive 
neurodegeneration in PD. Etiologically, PD can be divided into two forms: familial 
PD (10 % of cases) and sporadic PD (90 % of cases) (Thomas and Beal 2007). The 
study of familial forms of PD has allowed the identification of six genes responsible 
for heritable monogenic PD, when mutated (Klein and Westenberger 2012). More 
importantly, this helped identify the molecular pathways, in which these gene 
products are involved, and that are responsible for the initial DA neuron stress 
leading to its death and that culminate in the neurodegenerative process. The main 
cellular pathways that are thought to be defective in neurodegeneration are: the 
protein quality control pathways, DA homeostasis, and apoptosis (Heman-Ackah et 
al. 2013). 
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A hallmark of any type of neurodegeneration including PD is the 
accumulation of abnormal proteins (Ross and Poirier, 2004). Aberrancies in damaged 
proteins and organelles clearance mechanisms are suspected to be a source of 
neuronal death since, compared to other cell types, neurons are more susceptible to 
these accumulations due their inability to dilute aged and damaged proteins and/or 
partiel es via mitosis (Son et al. 2012). An important source of protein damage is the 
formation of altered aspartyl residues, which is caused by spontaneous deamidation 
or dehydration of L-asparaginyl- and of L-aspartyl-residues, respectively (Desrosiers 
and Fanélus 2011). Protein L-isoaspartyl methyltransferase (PIMT) is an enzyme that 
catalyzes the transfer of a methyl group from S-adenosyl-L-methionine (AdoMet) to 
free carboxyl groups of atypical aspartyl residues as a repair mechanism (Desrosiers 
and Fanélus 2011). Human PIMT is a monomeric soluble protein of 24.5 kDa (Clarke 
1985; Clarke, 2003). PIMT is highly abundant in brain and more specifically in 
neurons (Mizobuchi et al. 1994; Billingsley et al. 1985). Interestingly, PIMT seems 
to be linked to DA homeostasis since several key proteins involved in synaptic 
functions (a- and ~-synuclein, synapsin 1) have been shown to be PIMT substrates 
(Johnson and Aswad 1985; Vigneswara et al. 2006; Zhu et al. 2006). Defects in DA 
vesicular storagè promote its accumulation into the cytosol. Then, soluble DA could 
undergo oxidation by non-enzymatic mechanisms ( catechol ring auto-oxidation) that 
produce reactive oxygen species (ROS) and DA-quinones or it could be oxidized by 
monoamine oxidase (MAO) when it encounters mitochondria (Shih et al. 1999; 
Hastings 2009). 
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Previously, we reported that PIMT expression is down-regulated, at both gene 
and protein levels, by cytosolic DA in SH-SY5Y cells via ROS production (Ouazia et 
al. 2014). Indeed, this was accompanied by increased cell death (Ouazia et al. 2014). 
When cells are subjected to an oxidative stress, they can either attempt to regain 
cellular homeostasis or they can induce cell death, if the first option fails , in the form 
of apoptosis. Apoptosis is a programmed cell death pathway in which cells go 
through a series of well-defined steps that ultimately result in nucleus fragmentation 
and in cell membrane blebbing (Heman-Ackah et al. 2013). The apoptotic process 
has been shown to be involved in PD since many of its markers were detected in post-
mortem brains of PD patients (Tatton 2000). Importantly, when overexpressed, PIMT 
had a protective effect against programmed cell death (Cimmino et al. 2008, Yan et 
al. 2013). Therefore, we postulated that overexpression of wild-type PIMT should be 
able to protect against DA-induced cell death in dopaminergic SH-SY5Y cells. In the 
current study, after identifying the DA-caused cell death as being dependent on the 
intrinsic apoptotic pathway, we showed that overexpression of wild-type PIMT 
effectively protected against DA-associated cell death and changes in the expression 
of associated apoptotic protein markers. Furthermore, we identified that the 
neuroprotective role shown by PIMT during DA-associated cell death was in fact an 
antioxidant property since PIMT overexpression significantly decreased ROS 
production when SH-SY5Y cells were treated with DA. As expected, antioxidant 
agent N-acetyl-cysteine (NAC) pre-treatment had also a protective effect on DA-
induced apoptosis. Together, these data demonstrate that PIMT could play key 
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antioxidant and antiapoptotic roles against neuronal cell death induced by soluble DA 
in a PD model. This suggests that drugs regulating adequately PIMT levels in neurons 
could possibly delay neurodegeneration in PD. 
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MATERIAL AND METHODS 
Materials 
SH-SY5Y neuroblastoma cells, dopamine, N-acetyl-L-cysteine, and Cell 
permeable caspase 9 inhibitor (Ac-LEHD-CHO) were purchased from Sigma-Aldrich 
(Oakville, ON). A polyclonal antibody against PIMT was produced by the 
Biotechnology Research Institute (Montreal, QC) as described (Lanthier and 
Desrosiers 2006). The polyclonal antibodies against Bcl-xL, p53 , caspase 3, and a-
tubulin were purchased from Cell Signaling Technology (Danvers, MA). The donkey 
anti-rabbit horseradish peroxidase-conjugated antibody was purchased from Jackson 
Immunoresearch Laboratories (West Grove, PA). The pCMV6 entry and the pCMV6-
PIMT (Myc/DDK-tagged) plasmids were purchased from OriGene (Rockville, MD). 
The caspase 3/7 inhibitor (Ac-DEVD-CHO) was purchased from Promega (Madison, 
WI). 
Cell culture, treatments, and cell lysis 
SH-SY5Y cells were maintained m DME/F-12 1:1 medium (HyClone 
Laboratories, South Logan, UT) supplemented with 10% fetal bovine serum. Cells 
were cultured in a humidified atmosphere of 5% C02 at 37 °C. For treatment of non-
transfected cells and of stable cell lines, cells were seeded at a density of 200 000 or 
10 000 cells/well in 6 wells- or 96 well-plate, respectively. For treatment of 
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transiently transfected cells, cells were seeded at a density of 160 000 or 8 000 
cells/well in 6 wells- or 96 well-plate, respectively. Cells were treated with 200 µM 
dopamine for 48 hrs. Following treatment as described in the figure legends, cells 
were washed with ice-cold phosphate-buffered saline (PBS) and then lysed on ice for 
30 min in lysis buffer (50 mM Tris-HCI pH 7.4, 1 % CHAPS, 300 mM NaCl, lmM 
EDTA) containing 1 mM sodium fluoride (NaF), 1 mM sodium vanadate (Na3VQ4) 
and a protease inhibitor cocktail (Calbiochem, San Diego, CA). Lysates were 
clarified by centrifugation at 10 000 g for 10 min. Protein concentrations were 
determined using the micro BCA reagent kit (Pierce, Rockford, IL) with bovine 
serum albumin (Pierce) as the standard. When used as a vehicle, dimethyl sulfoxide 
(DMSO) was kept at a final concentration ofO.l % (v/v). 
SDS-PAGE and Western blot analysis 
Equal amounts of proteins were mixed with Laemmli buffer, heated for 4 min 
at 1 OO °C and then separated by sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 
electrophoresis (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970). Separated proteins were transferred 
to 0.45 µm-pore-diameter polyvinylidene difluoride (PVDF) membranes (Pall Life 
Sciences, Pensacola, FL). PVDF membranes were then blocked for 1 h at room 
temperature in Tris-buffered saline (20 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl) 
containing 0.1 % (v/v) Tween 20 (TBS-T) and 5 % non-fat dry milk (BioRad, 
Mississauga, ON). PVDF membranes were incubated ovemight at 4 °C with the 
primary antibodies diluted in TBS-T, and then incubated for 1 h at room temperature 
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with a 1 :2500 dilution of donkey anti-rabbit IgG conjugated to horseradish 
peroxidase in TBS-T containing 5 % non-fat dry milk. Immunoreactive bands were 
detected with HyGlo Chemiluminescent HRP Antibody Detection Reagent (Denville 
Scientific, Metuchen, NJ) followed by exposition to HyBlot CL Autoradiography 
films (Denville Scientific). The autoradiograms were scanned for quantification. 
Plasmid construction 
The human PCMTJ gene in pCMV6 entry plasmid with N-terminal 
Myc/DDK-tagged was obtained from OriGene. The PCMTJ gene was amplified by 
PCR using specific primers (Table 1) to delete the N-terminal Myc/DDK-tag. Then, 
this untagged wild- type PCMTI gene was used to create an inactive form of PIMT 
by point mutations by two-step PCR directed mutagenesis. Aspartic acid (D) residue 
at position 83 was mutated to valine (V) by replacing the codon GAT with OTT 
(D83V). In the first step, two separate PCR reactions were performed using the 
pCMV6 plasmid containing the PCMTI gene as template and either primers 
(Pimt_fwd and D83V _rev) or (Pimt_revl or Pimt_rev2 and D83V _fwd), giving rise 
to two amplicons. The amplicons were mixed and subjected to a second PCR with 
only primers Pimt_fwd and Pimt_revl or Pimt-rev2. For primers Pimt_revl and 
Pimt_rev2, point mutations were inserted in order to introduce a stop codon after and 
before the myc-tag, respectively (see Table 1; lowercase letters in bold). Primers 
Pimt_ fwd and Pimt_revl contained EcoRI and EcoRV sites, respectively for the 
amplification of the wild-type and mutant, both tagged with mye. The use of primers 
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Pimt_fwd and Pimt_rev2 permitted the amplification of the untagged wild-type and 
mutant D83V. The amplicons were purified, digested with EcoRI and EcoRV and 
ligated into the same plasmid (pCMV6), which had been treated with the same 
restri~tion enzymes. High fidelity Phusion polymerase (NEB, New England Biolabs, 
CA) was used for all amplifications and mutants were verified by DNA sequencing. 
Transfections 
For all transfection-based experiments, a ratio of 3 µL of the transfection agent 
TurboFectin 8.0 (OriGene) to 1 µg of DNA was used. For each condition, the 
appropriate amount of TurboFectin 8.0 was incubated with 100 µL of serum free 
medium for 5 min at room temperature. The appropriate amount of plasmid DNA was 
then added. The mixture was incubated for 30 min at room temperature. The mixture 
was added dropwise to the cells and incubated for 24 h. In the case of a stable 
transfection, cells were passaged (1 : 10) 24 h post-transfection in fresh growth 
medium containing 400 µg/ml G418 antibiotic (Wisent, St-Bruno, QC). Established 
stable cell lines were then maintained in growth medium containing 200 µg/ml G418 
antibiotic. 
Cell viability assay 
Cell viability was assessed by using the Vybrant MTT Cell Proliferation 
Assay Kit (lnvitrogen, Burlington, ON)) on a 96-well microplate. Following 
• 1 
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treatments, cells were washed twice with serum-free culture medium. After adding 
100 µlof serum-free fresh culture medium, 10 µlof the 12 mM MTT stock solution 
was added to each well. Cells were incubated for 4 h at 37 °C. In each well, 100 µlof 
SDS-HCl were added followed by an ovemight incubation at 37 °C in a humidified 
atmosphere. The absorbance was read at 570 nm. 
Caspase 3/7 activity assay 
Caspase 3/7 activity was assessed by using the Caspase-Glo® 3/7 assay 
system (Promega) on a 96-well microplate. Following treatments, cells were washed 
twice with serum-free culture medium. After adding 200 µl of complete fresh culture 
medium, 1 OO µl of the Caspase-Glo® 3/7 reagent was added to each well. The 
microplate was shaken at 300 rpm for 30 sec. After incubation of the microplate at 
room temperature for 1 h, luminescence was measured by using SPECTRAmax 
GEMINI microplate luminometer (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). 
Caspase 9 activity assay 
Caspase 9 activity was assessed by using the Caspase-Glo® 9 assay system 
(Promega) on a 96-well microplate. Following treatments, cells were washed twice 
with serum-free culture medium. After adding 200 µl of complete fresh culture 
medium, 1 OO µl of the Caspase-Glo® 9 reagent containing MG-132 inhibitor, was 
added to each well. The microplate was shaken at 300 rpm for 2 min. After 
incubation of the microplate at room temperature for 30 min, luminescence was 
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measured by usmg SPECTRAmax GEMINI microplate luminometer (Molecular 
Devices, Sunnyvale, CA). 
ROS measurement 
Following treatments, cells in a 96 well microplate were washed twice with 
serum free culture medium. After adding 200 µl of serum-free fresh culture medium 
containing 10 µM of 2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate (H2DCFDA) to each 
well, cells were incubated for 30 min at room temperature. The probe-containing 
medium was replaced with pre-warmed growth medium. After 5 min at 37 °C, the 
fluorescence was measured at 527 nm following an excitation at 495 nm. 
Statistical analysis 
Densitometric analyses of immunodetected proteins were done with an Epson 
3490 scanner (Epson Canada Ltd., Toronto, ON) and with the TotalLab TL 1 OO 
program (Nonlinear USA Inc, Durham, NC). Results are representative of at least 
three individual experiments and data are represented as means ± SEM. Statistical 
analyses were performed by using unpaired Student' s t-test, one- or two-way analysis 
of variance (ANOV A). Both ANOV A tests were followed by the Bonferroni test. All 
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statistical analyses were performed by using GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, 
San Diego, CA). Only significant differences (p < 0.05) are indicated in figures. 
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RESULTS 
DA-induced PIMT down-regulation leads to apoptosis 
DA is a neurotransmitter that is stored in specific vesicles in neuronal cells 
(Guillot and Miller, 2009). Cytosolic DA is subject to a series of reactions, notably 
oxidation that could be at the basis of the neurodegenerative process in PD (Guillot 
and Miller, 2009). The model chosen in this study is the treatment of SH-SY5Y 
neuroblastoma cells with exogenous DA in order to induce PIMT down-regulation 
and to characterize cell death that is associated to it. In fact, Western blot analysis 
showed a marked decrease in PIMT levels in SH-SY5Y cells treated with 200 µM 
DA for 48 h (Fig. lA) in agreement with our previous results (Ouazia et al. 2014). 
This DA-induced PIMT down-regulation was associated to cell death, which was 
measured using the MTT cell viability assay. A 48 h treatment with 200 µM DA 
decreased cell survival by 48.5 % (Fig. lB). In order to identify this DA-induced cell 
death as being the endpoint to apoptosis, we measured the activity of caspases 3 and 
7. These proteases are part of the downstream death-effector caspases that when 
activated are capable of structural elements and macromolecules degradation (Stroh 
et al. 1998). As expected, caspase 3/7 assays showed a 3-fold increase in cells treated 
with 200 µM DA for 48 h compared to untreated cells (Fig. 1 C). Next, we used a 
specific caspase 3/7 inhibitor (Ac-DEVD-CHO) in order to confirm that the DA-
induced increase in cell death was due to a higher activity of executioner caspases. 
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Pre-treatment with the Ac-DEVD-CHO inhibitor totally blocked the increase of DA-
induced caspase 3/7 activities (Fig. 1 C). In fact, the caspase 3/7 activities were 
significantly lower in cells pre-treated with the caspase inhibitor followed with DA 
than that observed in untreated cells (Fig. 1 C). 
To further confirm the existence of DA-induced apoptosis in this chosen PD 
model, we analyzed the protein levels of different pro- and antiapoptotic markers by 
Western blot (Fig. 2A). Densitometric analysis showed again that a 200 µM DA 
treatment for 48 h led to a 50 % decrease in PIMT levels (Fig. 2B). It also indicated a 
49 % decrease in the levels of the antiapoptotic protein Bcl-xL (Fig. 2B). As 
expected, DA treatments stimulated the levels of proapoptotic proteins such as: p53 
(1 .9-fold) and mainly the cleaved forms of caspase 3 (23-fold) (Fig. 2B). 
Densitometric analyses of the amounts of each imrnunodetected protein were 
compared to those of the a-tubulin as control. 
PIMT overexpression rescues DA-induced apoptosis 
In order to assess the antiapoptotic properties of the PIMT enzyme on the DA-
induced apoptosis, we transiently transfected a PCMTJ gene-containing plasmid 
(pCMV6-PIMT) that resulted in the overexpression of a wild-type form of PIMT. We 
investigated its effect on both cell death as well as on the activity and/or protein 
levels of active caspases 3 and 7 relatively to mock cells transfected with the empty 
plasmid pCMV6 and to cells transfected with a mutated PCMTJ gene-containing 
plasmid, the pCMV6-PIMT(D83V) plasmid expressing an inactive PIMT(D83V) 
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enzyme. This mutated PIMT(D83V) was previously demonstrated to be devoid of 
catalytic activity (Cimmino et al. 2008). In terms of PIMT levels, Western blot 
analysis showed an overexpression of 1.3- and 1.5-fold in wild-type and mutated 
forms of PIMT, respectively, compared to mock cells (Fig. 3A). DA treatment 
reduced by 87 % PIMT levels in the mock cells whereas it inhibited by 68 % both 
wild-type PIMT and mutated PIMT(D83V) (Fig. 3A). In the absence of DA, cell 
viability was similar between cells expressing wild-type PIMT (109 %) and inactive 
PIMT (91 %) relatively to mock cells (Fig. 3B). Interestingly, DA treatment 
significantly decreased cell survival to 84 % (Fig. 3B). Similarly, DA treatment also 
led to a significant cell survival decrease to 76%, in cells transfected with the inactive 
PIMT(D83V) (Fig. 3B). Even though DA treatment resulted in weaker cell survival 
(96 %) in cells overexpressing wild-type PIMT, this decrease was not significant 
compared to the same cells but in the absence of DA (Fig. 3B). In order to gain 
further insight into the protective role of wild-type PIMT in the presence of DA, we 
analyzed its effect on apoptosis triggered by its addition to SH-SY5Y cells. In the 
control condition, caspase 3/7 activity measurements showed no significant change 
between mock cells and those expressing the wild-type PIMT or the mutant 
PIMT(D83V) (Fig. 3C). On the other hand, when mock cells were treated with DA, 
they showed a significant 1.3-fold increase in caspase 3/7 cells (Fig. 3C). Cells 
overexpressing the catalytically inactive PIMT also presented a significant increase in 
caspase 3/7 activity (1.4-fold) upon DA treatement (Fig 3C). More importantly, in 
cells that overexpressed wild-type PIMT, the caspase 3/7 activities were unaffected 
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by DA relatively to their control cells (1.1-fold) (Fig. 3C). As expected, in the 
presence of DA, caspase 3/7 activities measured in cells with a higher level of wild-
type PIMT were significantly lower than those seen in mock cells and in cells 
overexpressing inactive PIMT (Fig. 3C). These data on cell survival and caspase 3/7 
activities clearly demonstrated the protective role of PIMT against cell death induced 
by DA in SH-SY5Y cells. 
Our results indicated that DA treatment conditions activated caspase 3 (Fig. 2) 
and that overexpression of wild-type PIMT in SH-SY5Y cells could protect against 
the caspase 3/7 activities induced by DA (Fig, 3C). Thus, we attempted to test the 
protective effect of wild-type PIMT against the formation of cleaved forms of caspase 
3 in DA-treated cells. Unfortunately, our standard protocol of transient transfection 
gave weak immunodetection signal corresponding to the cleaved caspase 3. To 
improve on the immunodetection of the active caspase 3 fragments, we transfected 
SH-SY5Y cells with higher amount of pCMV-PIMT plasmid before DA (800 µM) 
treatment for 16 h. Under these modified conditions, Western blot analysis showed an 
overexpression of 1.6- and 3.5-fold in wild-type PIMT and mutated PIMT(D83V), 
respectively, compared to the mock cells (Fig. 4A). DA treatment PIMT levels to 
decrease by 70 % in mock cells whereas it led to a decrease of 56 % and 15 % in 
PIMT levels in wild-type PIMT and mutated PIMT(D83V) cells, respectively (Fig. 
4A). Upon DA treatments (800 µM , 16 h), the three cell lines showed a major and 
significant increase in levels of active caspase 3 fragments (Fig. 4A and B). For 
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instance, the cleaved forms of caspase 3 were induced 22-fold and 34-fold in cells 
transfected with the empty plasmid and in cells overexpressing the inactive form of 
PIMT, respectively (Fig. 4B). More importantly, in cells overexpressing wild-type 
PIMT, they showed the weakest activation of caspase 3 (16-fold), which was 
significantly different from that observed in cells overexpressing the inactive PIMT 
(Fig. 4B). These results regarding the effect of wild-type PIMT on the DA-triggered 
activation of caspase 3 supported our previous data on the antiapoptotic role of PIMT 
in SH-SY5Y cells. 
DA induces the intrinsic apoptotic pathway via ROS production 
Since many mutations and toxins that are associated with PD are linked to 
mitochondrial dysfunction (Surmeier et al. 2012), we investigated the role of the 
intrinsic or mitochondrial apoptotic pathway in DA-induced toxicity. The 
mitochondrial pathway is initiated by viral, ultraviolet or cell membrane insults that 
promote the release of cytochrome c into the cytosol. Cytochrome c is then able to 
assemble with Apaf-1 and procaspase 9 into a catalytically active complex called 
apoptosome, which in tum activates executioner caspases (Costantini et al. 2002). 
Therefore, caspase 9 activity was measured in SH-SY5Y cells treated with 200 µM 
DA for 48 h. Under these conditions, cells showed a significant 1.7-fold increase in 
caspase 9 activity compared to that of untreated cells (Fig. SA). Furthermore, in order 
to confirm this observation, cells were next pre-incubated with a specific caspase 9 
inhibitor (Ac-LEHD-CHO). As expected, the caspase 9 inhibitor almost abolished the 
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increase in caspase 9 activity that was dependent on DA treatment (Fig. 5A). We then 
tested the effect of the caspase 9 inhibitor on caspase 3/7 activities in order to confirm 
the functional relationship between the intrinsic pathway and the DA-induced cell 
death by apoptosis. DA treatment showed a significant 2.4-fold increase in caspase 
3/7 activities, which was prevented and became a non-significant increase upon 
caspase 9 inhibitor pre-treatment (Fig. SB). 
To achieve higher level of PIMT expression than those seen in transient 
transfection (Fig. 3 and 4), we established stable cell lines overexpressing wild-type 
PIMT (Fig. 5C). In stable cell lines, PIMT level was increased 3.4-fold relatively to 
control cells transfected with the empty vector (Fig. 5C). Then, to further investigate 
the antiapoptotic properties of PIMT, these stable cell lines were used. Compared to 
their control conditions in the absence of DA, there were significant increases of 12-
and 1.5-fold of caspase 9 activity in cells containing the empty plasmid and in those 
overexpressing wild-type PIMT upon DA treatments (Fig. SE). Therefore, the high 
caspase 9 activity stimulated by DA was totally inhibited when cells were 
overexpressing wild-type PIMT (Fig. 5E). This translated into a protective property 
that PIMT seems to possess since it overexpression led to only a 23 % decrease in 
DA-induced cell survival (Fig. SD). Stable cell lines harbouring the empty vector 
(Mock) incurred a 94% decrease in cell survival following DA treatment (Fig. 5D). 
Cytosolic DA is well documented to undergo a senes of reactions that 
produce toxic molecules such as ROS (Lotharius and Brundin, 2002). Furthermore, 
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the induction of the intrinsic apoptosis pathway is dependent on oxidative damage of 
mitochondria. Thus, we used the antioxidant NAC to elucidate the contribution of 
ROS on caspase 9 activation upon DA treatment. As expected, added DA 
significantly increased (1.9-fold) caspase 9 activity (Fig. 6A). However, there was no 
DA-induced caspase 9 activity upon NAC pre-treatment (Fig. 6A). These results 
demonstrate clearly that ROS production is essential to the activation of caspase 9 
upon DA treatment. Subsequently, we investigated the possibility of a protective role 
of PIMT against ROS generated by DA. ROS production was -measured using the 
H2DCFDA probe that emits fluorescence in a proportional manner to their amounts in 
cells. In mock cells transfected with the empty vector, ROS production increased 
significantly (1 .3-fold) upon DA treatment (Fig. 6B). More importantly, in stable cell 
lines overexpressing wild-type PIMT, the ROS amount in the presence of DA was 
similar to that observed in control cells in the absence of DA (Fig. 6B). These data 
show that PIMT could have antioxidant properties and that the enzyme could possibly 
protects cell components against the ROS generated by cytosolic DA. 
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DISCUSSION 
The main hallmark event in PD is the loss of dopaminergic neurons (Heman-
Ackah et al. 2013). This cell death is thought to be a sequential programmed pathway 
known as apoptosis (Venderova and Park, 2013). In recent years, significant progress 
has been made in understanding the role of this process in neuronal functions and in 
its implication in PD progression. Apoptotic markers were detected in post-mortem 
brains of PD patients (Tatton, 2000) as well as in animal models of PD, in particular 
models generated by the neurotoxin l-methyl-4-phenyl-1,2,3 ,6-tetrahydropyridine 
(MPTP) (Viswanath et al., 2001). In order to validate the chosen model for this study 
as PD-like model, it was very important to detect apoptotic markers in dying DA-
treated SH-SY5Y cells. Caspases are cysteine proteases with critical roles in the 
orchestration of apoptosis by cleaving target proteins to execute cell death (Boland et 
al. 2013). The cell disassembly that is part of apoptosis is largely mediated by 
caspase 3 which targets structural substrates including nuclear laminins, focal 
adhesion sites and cell-cell adherence junctions (Taylor et al. 2008). Similarly to 
caspase 3, caspase 7 is also activated during the execution phase of apoptosis and its 
functions partially overlap with those of caspase 3 (Zheng et al. 2000). Here, we 
demonstrate an increase in caspase 3/7 activities and in the active forms of caspase 3 
following DA treatments. This is consistent with results from a previous study 
showing an increase in active caspase 3 fragments in SH-SY5Y cells upon treatment 
with DA (Koo et al. 2011). Another study reported an increase in executioner caspase 
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3 and 7 activities when rat PC12 cells were treated with the toxin 6-hydroxydopamine 
(6-0HDA) (Pislar et al. 2013). 6-0HDA treatment also increased caspase 3 activation 
(Pislar et al. 2013). 
In addition to caspases activation, we observed that the neurotransmitter DA 
stimulated p53 levels in SH-SY5Y cells as previously reported (Koo et al. 2011). The 
p53 tumor suppressor gene encodes for a transcription factor that regulates the 
expression of genes involved in pathways of apoptosis, as well as of angiogenesis, 
cell cycle progression, and genomic maintenance (Vousden and Prives 2011). As part 
of the intrinsic pathway, p53 causes cell cycle arrest at the G 1 phase in response to 
DNA damages. If DNA damages tum out to be irreparable, the p53 protein will 
activate the appropriate cellular signaling cascades to execute apoptosis (Vousden 
and Prives 2011). Recently, it was demonstrated that PIMT negatively regulates p53 
stability through its methylation at isoaspartyl residues 29 and 30 and thus that PIMT 
was able to protect cancer cells from apoptosis (Lee et al. 2012). Conversely, PIMT 
depletion results in an augmentation of p53 level (Lee et al. 2012). Here, our data 
show that PIMT downregulation induced by DA is accompanied by p53 upregulation. 
These observations suggest a possible mechanism in which cytosolic DA inhibits 
PIMT expression at the gene level and at the protein level as previously demonstrated 
(Ouazia et al. 2014) which in tum reduces substantially the capacity of PIMT to 
methylate p53. This mechanism would favor p53 accumulation and the expression of 
p53 target genes including those involved in apoptosis. However, further experiments 
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will be required in order to confirm whether DA regulates, at least partially, p53 level 
in dopaminergic cells through PIMT and thus to contribute by this mechanism to 
marked apoptosis found in PD. 
Our results not only demonstrate an increase in the levels or activities of 
proapoptotic proteins such as p53 , caspases 3 and 9 upon DA treatments, but they 
also indicate a lower level of the antiapoptotic protein Bcl-xL. Bcl-xL is a member of 
the Bcl-2 family of proteins associated with cell death signaling (Reed 1997). This 
family of proteins now includes both antiapoptotic molecules such as Bcl-2, Bcl-xL, 
and Mcl-1 , and proapoptotic molecules such as Bax, Bak, Bim, Bid and Bad (Reed 
1997). These proteins mainly regulate apoptosis at the mitochondrial outer membrane 
and control the initiation of the mitochondrial outer membrane permeabilization 
(Korsmeyer 1999). Interestingly, Bcl-xL was subject to isoaspartyl residue formation 
in hepatocarcinoma cell line HepG2 during PIMT repression (Sambri et al. 2011). It 
was also shown that Bcl-xL undergoes dearnidation and was a PIMT substrate in 
vascular endothelial cell line HUVEC treated with H20 2 (Cirnrnino et al. 2008) . 
Isomerized Bcl-xL is usually distinguished from its intact form by SDS-PAGE since 
the former shows a retarded migration (Sambri et al. 2011). However, we do not 
irnrnunodetected such a slower migrating form of Bcl-xL upon DA treatment leading 
us to conclude that the apoptotic process resulting from the DA-induced oxidative 
stress in SH-SYSY cells that is coincidental with PIMT repression are likely not 
mediated by Bcl-xL isomerization. 
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To investigate the antiapoptotic functions of PIMT upon DA treatment, we 
overexpressed a wild-type form (PIMT) and catalytically inactive form 
(PIMT(D83V)) m SH-SY5Y cells and compared their effects on cell viability, 
caspase 3/7 activities, and caspase 3 activation. As expected, PIMT overexpression 
protected against cell death, caspase 3/7 activities, and on caspase 3 activation, during 
DA-induced apoptosis . Importantly, this protective effect is directly linked to its 
catalytic activity. A similar PIMT antiapoptotic effect has been previously observed 
in cardiomyocytes in response to hypoxia/reoxygenation induced injury (Yan et al. 
2013). This injury triggers an apoptotic process that is mediated by the Mammalian 
sterile 20-like kinase 1 (Mstl) protein (Yan et al. 2013), which is a member of the 
Hippo signaling pathway (Chan et al. 2011). Mstl is cleaved by caspases in response 
to an apoptotic stimuli resulting in a constitutively active Mstl that translocate to the 
nucleus in order to phosphorylate many substrates including histone H2B leading to 
apoptosis (Ura et al. 2001). When PIMT was overexpressed or induced by the 
chemical product CGP3466B, a compound related to the drug (-)-Deprenyl used for 
the treatment of PD, in both cases PIMT was shown to attenuate the Mstl 
phosphorylation catalytic activity (Yan et al. 2013). In fact, PIMT could internet with 
the kinase domain of Mstl and this negatively regulates Mstl activity resulting in the 
inhibition of its apoptotic capacity (Yan et al. 2013 ). So far, the regulation of 
neuronal cell death by Mstl signaling is poorly studied and nothing is known about 
the involvement of Mstl in PD. Thus, this opens new possibilities to improve our 
understanding of the PD-associated apoptotic process that could be triggered by 
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soluble DA and its repression of PIMT levels. Lower PIMT levels facilitate Mstl 
activation and neuronal apoptosis associated with PD progression. 
In our study, we also demonstrate that DA treatment increases caspase 9 
activity which is easily inhibited by PIMT overexpression. This establishes the 
involvement of the mitochondrial intrinsic pathway in the DA-induced apoptosis in 
SH-SY5Y cells. The results show that PIMT plays a critical role in this apoptotic 
pathway based on its strong capacity to abolish caspase 9 activity that is induced by 
DA. Another study highlighted the antiapoptotic effect of PIMT overexpression in the 
mitochondrial intrinsic pathway but in HUVEC cells (Li et al. 2013). lncreased levels 
of glycated Low Density Lipoprotein (gly-LDL) not only caused a PIMT 
downregulation but also resulted in apoptosis (Li et al. 2013). As expected, PIMT 
overexpression attenuated gly-LDL-induced HUVEC apoptosis by blocking 
cytochrome c release into cytosol and by inhibiting caspase 3 and caspase 9 activities 
(Li et al. 2013). lt is well known that mitochondrial dysfunctions are critical events 
in apoptotic process (Yang et al. 2009). Furthermore, mitochondrial impairment is 
thought to be a major cause of neurodegeneration and genes involved in PD etiology 
such as Parkin and PINKl have been described to be responsible of damaged 
mitochondria removal by promoting mitophagy (Lee et al. 2010, Matsuda et al. 
2010). This suggests that the DA-induced oxidative stress triggers the intrinsic 
apoptotic pathway which is ultimately responsible for cell death. 
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In the current study, we demonstrate that the activation of the intrinsic 
apoptotic pathway is ROS-dependent since the DA-induced increase in caspase 9 
activity is prevented by NAC pre-treatment. More importantly, SH-SY5Y stable cell 
lines overexpressing PIMT are able to completely suppress DA-induced ROS 
production. Therefore, PIMT seems to possess an antioxidant role in neuroblastoma 
cells. There are different studies that corroborate this conclusion about an antioxidant 
feature for PIMT. For instance, we previously reported that downregulation of PIMT 
expression by siRNA in U-87 astroglioma cells strikingly enhanced ROS production 
by the arsenic derivate phenylarsine oxide (Fanélus and Desrosiers 2008). In addition, 
Escherichia coli (E. coli) overexpressing chick pea PIMT (CaPIMTl) shows greater 
tolerance towards oxidative stress than E. coli without CaPIMTl (Verma et al. 2010). 
Similar results are obtained in nematode Caenorhabditis elegans (C elegans) which 
show that worms lacking the PCM-1 protein are more sensitive to oxidative stress 
than wild-type C elegans (Khare et al. 2009). Exposures to juglone (quinone), to 
paraquat, and to homocysteine (PIMT inhibitor) resulted in developmental delays 
which were rescued by antioxidant treatment (Vitamin C) (Khare et al. 2009). It is 
clear from our findings and from these previous studies that PIMT plays a critical role 
in mechanisms by which cells, from bacteria to human beings, regulate their response 
to oxidative stresses. It is possible that this role is the mere repair of aspartyl 
isomerization damage in proteins and enzymes that are needed to respond to 
oxidative stress. For example, mass spectrometry analysis demonstrated that about 
23% of Cu, Zn superoxide dismutase is deamidated when isolated from human 
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erythrocytes (Shi et al. 2013 ). Additionally, based on studies in which the loss of the 
mice Pcmtl gene for the repair methyltransferase has been shown to activate the 
insulin/insulin-like growth factor I pathway (Farrar et al. 2005; MacKay et al. 2012), 
it is also possible that PIMT functions in a signaling role by upregulating the 
expression of proteins that protect against oxidative stress. Therefore, further studies 
of PIMT and its interaction with both survival and apoptotic pathways in mammalian 
systems under physiological conditions and in DA-induced oxidative stress are 
needed to better understand its protective role since it is clear that this enzyme is at 
the crossroad of major pathways implicated in responses to initial neuronal injuries 
including in PD. 
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CONCLUSION 
DA-induced PIMT downregulation is not only a consequence of oxidative 
stress resulting from cytosolic DA accumulation, but it appears that PIMT inhibition 
could play a central role in the apoptotic death of dopaminergic neurons as illustrated 
in Figure 7. Here, we studied the antiapoptotic effect of PIMT which is dependent on 
its catalytic activity. PIMT overexpression not only attenuated DA-induced cell death 
by blocking the intrinsic apoptotic pathway but more importantly blocked ROS 
production that results from DA metabolism. The antioxidative role of PIMT is either 
due to a direct repair of enzymes part of the antioxidant machinery or due to its 
blocking of proapoptotic pathways through the regulation of the insulin pathway, for 
instance. Therefore, a clearer understanding of PIMT involvement in apoptotic 
process and in particular its implication in mitochondrial intrinsic pathway upon DA-
induced apoptosis could help develop new strategies to upregulate its expression 
and/or activate its enzymatic activity in order to delay neuronal death in PD. 
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Table 1. Primers used for mutagenesis of the PCMTJ gene. 
Mutants 
WT-myc 
WT 
D83V 
Prim ers 
Pimt fwd 
Pimt revl 
Pimt rev2 
D83V fwd 
D83V rev 
Se uence 
5 ' - ATAGGGCGGCCGGGAATTCGTCGACT - 3 
(EcoRI ) 
5 ' -GTAATCCAGGATATCAT TTGCttaCAGATC- 3 ' 
(EcoRV) 
5 ' - CGTACGCGTttaCTTCCACCTGGACCACT- 3 ' 
5 '-GCTAAAGCTCTTGtTGTAGGATCTGGAAG-3 ' 
5 ' -CTTCCAGATCCTACAaCAAGAGCTTTAGC-3 ' 
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Mutated codons are in lowercase letters in bold. Restriction endonuclease sites are 
underlined in bold (fwd, EcoRI; rev, EcoRV). 
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Figure 1. Exogenous dopamine treatment induced caspase 3/7 activities in SH-SY5Y cells . 
SH-SY5Y cells were incubated without or with 200 µM dopamine for 48 h. (A) Protein levels 
of PIMT and a-tubulin in cell lysates were then analyzed by Western blotting. (B) The 
histograms represent the cell viability measured as the percentile ratio of optical density at 
570 nm obtained by using the Vybrant MTT cell proliferation assay kit for each condition to 
that of the untreated cells. Each column is the mean ± SEM from three independent 
experiments. * Unpaired Student's t-test indicated significant different values (p < 0.05) from 
the value of 100 % corresponding to untreated cells. # Student's t-test indicated significant 
different values (p<0.05) for the indicated conditions. (C) Alternatively, cells were incubated 
without or with 200 µM DA for 48 h and in certain experiments in the presence of 10 µM 
caspase 3/7 inhibitor (Ac-DEVD-CHO) for 1 h before dopam ine treatment. The histograms 
represent the ratio of the relative luminescence result ing from the Caspase-Glo 3/7 assay for 
each condition to its corresponding optical density from the proliferation assay. Each colurnn 
is the mean ± SEM from three independent experiments. * One-way ANOV A followed by 
the Bonferroni test indicated significant different values (p < 0.05) from the value of 1.0 
corresponding to untreated cells. # One-way ANOV A followed by the Bonferroni test 
indicated significant different values (p<0.05) for the indicated conditions. 
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Figure 2. Effects of exogenous dopamine on the expression of apoptosis linked proteins. SH-
SYSY cells were incubated without or with 200 µM dopamine for 48 h. (A) Protein levels of 
PIMT, Bcl-xL, p53 , caspase 3 and a-tubulin in cell lysates were then analyzed by Western 
blotting. (B) The histograms represent the ratio of PIMT, Bcl-xL, p53 , and caspase 3 levels to 
a-tubulin levels in each condition . The ratios were calculated following densitometric 
analysis. Each column represents the mean ± SEM from three independent experiments . * 
Unpaired Student's t-test indicated significant different values (p < 0.05) from the value of 
1.0 corresponding to untreated cells. 
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Figure 3. The overexpression of PIMT but not that of its catalytic dead mutant form protects 
cells against dopamine-induced caspase 3/7 activities. SH-SY5Y cells were transiently 
transfected with l µg of either the empty pCMV6 vector (Mock), the wild-type pCMV6-
PIMT plasmid (PIMT), or the catalytically inactive mutant pCMV6-PIMT (D83V) plasmid 
(PIMT D83 V) for 24 h. Ce lis were then incubated without or with 200 µM dopamine for 48 
h. (A) Protein levels of PIMT and u-tubulin in cell lysates were then analyzed by Western 
blotting. (B) The histograms represent the cell viability measured as the percentile ratio of 
optical density at 570 nm obtained by using the Vybrant MTT cell proliferation assay kit for 
each condition to that of the untreated cells. Each column is the mean ± SEM from three 
independent experiments. (C) The histograms represent the ratio of the relative luminescence 
resulting from the Caspase-Glo 3/7 assay for each condition to its corresponding optical 
density from the proliferation assay. Each column is the mean ± SEM from three independent 
experiments. * Two-way ANOV A followed by the Bonferroni test indicated significant 
different values (p < 0.05) from the value of l.O or 100% corresponding to untreated cells. # 
Two-way ANOV A fo llowed by the Bonferroni test indicated significant different values 
(p<0.05) for the indicated conditions. 
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Figure 4. The overexpression of PIMT but not that of its inactive mutant cou Id overcome the 
effect of dopamine on caspase 3 activation. SH-SY5Y cells were transiently transfected with 
4 µg of either the empty pCMV6 vector (Mock), the wild-type pCMV6-PIMT plasmid 
(PIMT), or the catalytically inactive mutant pCMV6-PIMT (D83V) plasmid (PIMT D83V) 
for 24 h. Cells were then incubated without or with 800 µM dopamine for 16 h. (A) Prote in 
levels of PIMT, caspase 3 and a-tubulin in cell lysates were then analyzed by Western 
blotting. (B) The histograms represent the ratio of caspase 3 levels to a -tubulin levels in each 
condition. The ratios were calculated fo llowing densitometric analysis. Each column is the 
mean ± SEM from three independent experiments. * Two-way ANOV A followed by the 
Bonferroni test indicated significant different values (p < 0.05) from the value of 1.0 
corresponding to untreated cells. # or ## Two-way ANOV A fo llowed by the Bonferroni test 
indicated significant different values (p<0.05) for the indicated conditions. 
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Figure 5. Effect of PIMT overexpression on caspase 9 activity. SH-SY5Y cells were pre-
incubated with or without 50 µM cell permeable caspase 9 inhibitor (Ac-LEHD-CHO) for 1 
h. Cells were then incubated without or with 200 µM dopamine for 48 h. The histograms 
represent the ratio of the relative luminescence resulting from the Caspase-Glo 9 assay (A) or 
from the Caspase-Glo 3/7 assay (B) for each condition to its corresponding optical density 
from the proliferation assay. Each column is the mean ± SEM from three independent 
experiments. (C) SH-SY5Y cells were stably transfected with the empty pCMV6 vector 
(Mock) or with the pCMV6-PIMT vector (PIMT). Protein levels of PIMT and a -tubulin in 
cell lysates were then analyzed by W estem blotting. (D) Stable cell lines were incubated with 
or without 200 µM dopamine for 48 h. The histograms represent the cell viabi lity measured 
as the percentile ratio of optical density at 570 nm obtained by using the Vybrant MTT cell 
proliferation assay kit for each condition to that of the untreated cells. Each column is the 
mean ± SEM from three independent experiments. (E) Stable cell lines were incubated with 
or without 200 µM dopamine for 48 h. The histograms represent the ratio of the relative 
luminescence resulting from the Caspase-Glo 9 assay for each condition to its corresponding 
optical density from the proliferation assay. Each column is the mean ± SEM from three 
independent experiments. * Two-way ANOV A followed by the Bonferroni test indicated 
significant different values (p < 0.05) from the value of 1.0 or 100% corresponding to 
untreated cells. # Two-way ANOV A followed by the Bonferroni test indicated significant 
different values (p<0.05) for the indicated conditions . 
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Figure 6. Effect of PIMT overexpression on dopamine-induced ROS production. (A) SH-
SY5Y cells were pre-incubated without or with l mM NAC for l h. Cells were then 
incubated without or with 200 µM dopamine for 48 h. The histograms represent the ratio of 
the relative luminescence resulting from the Caspase-Glo 9 assay for each condition to its 
corresponding optical density from the proliferation assay. Each column is the mean ± SEM 
from three independent experiments. (B) SH-SY5Y cells were stably transfected with the 
empty pCMV6 vector (Mock) or with the pCMV6-PIMT vector (PIMT). Stable cell lines 
were incubated with or without 200 µM dopamine for 48 h. Following treatments, cells of 
each condition were incubated with 10 µM Hz-DCF at room temperature for 30 min. The 
histograms represent the ratio of the relative fluorescence at 527 nm for each condition to its 
corresponding optical density from the proliferation assay. Each column is the mean ± SEM 
from three independent experiments. * Two-way ANOV A followed by the Bonferroni test 
indicated significant different values (p < 0.05) from the value of 1.0 corresponding to 
untreated cells. # Two-way ANOV A followed by the Bonferroni test indicated significant 
different values (p<0.05) for the indicated conditions. 
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Figure 7. Hypothetic targets of PIMT anti-apoptotic properties in the dopamine-induced 
apoptotic cascade. 
CHAPITRE V 
DISCUSSION ET CONCLUSIONS 
La PIMT est une enzyme qui répare les résidus isoaspartyles anormaux en 
résidus aspartyles au sein de protéines ayant subi des modifications spontanées à leur 
séquence et à leur structure. L' importance du rôle de la PIMT est soulignée par son 
abondance au niveau du cerveau et plus précisément au niveau des neurones . Ceci 
serait expliqué par le fait que les neurones ne pouvant pas diluer les dommages 
causés à leurs macromolécules et à leurs organites par mitose dépendraient 
principalement de la réparation des dommages touchant leurs composantes afin 
d' éviter le déclenchement de la mort cellulaire. La mort cellulaire programmée ou 
apoptose est un processus utile au développement mais aussi à l' élimination des 
cellules compromises. Cependant, l' apoptose est problématique au niveau des 
neurones car elle touche des cellules matures et différenciées qui ne peuvent pas être 
remplacées facilement. Dans le cas de la maladie de Parkinson, il y a une perte 
graduelle des neurones dopaminergiques de la SNpc menant à une diminution des 
niveaux du neurotransmetteur qu ' ils génèrent. L'implication de la PIMT dans ce 
processus a été soupçonnée grâce à plusieurs études différentes analysant les substrats 
de la PIMT et qui ont démontré que cette dernière agissait sur l' a-synucléine, la P-
synucléine, ainsi que sur la synapsine I qui sont toutes des protéines impliquées dans 
le transport vésiculaire des neurotransmetteurs au niveau des terminaisons nerveuses. 
Une des hypothèses de la cause de la mort neuronale associée à la maladie de 
Parkinson est la détérioration de la séquestration vésiculaire de la dopamine dont les 
niveaux cytosoliques augmenteraient générant des substances toxiques aboutissant à 
la mort des neurones. Les principaux résultats de cette recherche confirment 
l'implication de la PIMT dans la mort cellulaire induite par un apport de dopamine 
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exogène et de son rôle en tant que cible thérapeutique qui potentiellement ralentirait 
la perte de neurones lorsque son expression est activée. 
5.1 La diminution d'expression de la PIMT induite par la dopamine chez les 
cellules SH-SYSY dépend des ROS. 
L'apport exogène de dopamine afin d' induire la mort cellulaire associée au 
stress oxydatif est une stratégie communément utilisée pour différents buts incluant la 
caractérisation de l'apoptose (Junn et Mouradian, 2001) et l' indentification de 
protéines dont l'expression est ciblée par la dopamine (G6mez-Santos et al., 2005; 
Alberio et al., 2010). Le traitement des cellules SH-SY5Y a"'.ec la dopamine (200 
µM) a, comme prévu, induit une diminution significative d' environ 50 % du niveau 
protéique de la PIMT au bout de 48 h. Ceci est accompagné d 'une diminution de la 
survie cellulaire d'environ 34 %. L'oxydation de la dopamine génère du peroxyde 
d'hydrogène capable de diffuser à travers la membrane, même s' il est produit dans le 
milieu extracellulaire. Le pré-traitement à la catalase a permis de confirmer que les 
effets de la diminution du niveau protéique de la PIMT et de la survie cellulaire qui y 
est associée sont dus à une action de la dopamine intracellulaire transportée 
auparavant par le DAT des cellules SH-SYSY. Cet effet protecteur de la catalase a été 
observé dans différentes études à l'encontre de la dopamine elle-même (Colapinto et 
al. , 2006). Cette même étude a aussi montré la capacité de la dopamine à moduler 
l'expression de différentes protéines que ce soit à la baisse (DJ-1) ou à la hausse (la 
protéine chaperonne 14-3-3). D 'autres études ont aussi étudié cet effet modulateur de 
la dopamine. Ainsi, la dopamine a induit un changement d'expression au niveau de 
23 protéines spécifiques incluant l' a-synucléine (Alberio et al., 2010). En plus, il a 
été démontré que la dopamine induisait une modulation d'expression de plus de 60 
protéines incluant la protéine pliant CCAAT/activateur (C/EBP p) (G6mez-Santos, et 
al., 2005). Le promoteur du gène de l' a-synucléine présente des régions susceptibles 
à une régulation de la part de C/EBP P et qui expliquerait l'effet de la dopamine sur 
l'augmentation de l' expression de l'a-synucléine, ce qui pourrait être néfaste pour la 
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cellule puisque des multiplications du gène de l'a-synucléine sont associées à des 
formes héréditaires de la maladie de Parkinson. L' accumulation de l' a-synucléine 
chez des individus atteints de formes sporadiques de la maladie de Parkinson pourrait 
être expliquée par une augmentation de l'expression génique de l' a-synucléine via 
l' action de facteurs de transcription. Ce qui serait l'équivalent de la multiplication 
génique au niveau des formes familiales de la maladie. 
Dans le but de mieux caractériser l'effet de la dopamine sur l' expression de la 
PIMT, l' activité du promoteur de PCMTI a été mesurée en absence et en présence de 
dopamine. Ceci a confirmé la modulation négative de gène PCMT 1 durant la mort 
cellulaire induite par la dopamine. Des délétions au niveau du promoteur ont permis 
d'établir que l ' effet de la dopamine est restreint à la région - 61 /- 24 pb par rapport au 
site d'initiation de la transcription. L'analyse de cette portion du promoteur a permis 
d'identifier plusieurs sites de liaison potentiels à différents facteurs de transcription. 
Certains de ces facteurs de transcription sont impliqués dans la croissance et le 
développement neuronal incluant AP-1 , RUNXl, et Ahr/AR. Ainsi, le facteur de 
transcription AP-1 est impliqué via sa liaison au promoteur dans l' induction de 
l'expression génique des métalloprotéinases 9 causée par des traitements à la 6-
hydroxydopamine et à la toxine l-méthyle-4-phénylepyridine (MMP+) (Kim et al., 
2010). Ahr est un facteur de transcription qui active l'expression de différents gènes 
en réponse à une contamination aux xénobiotiques. Ahr a été identifié comme étant 
un activateur de l' expression d' une forme active de la TH en réponse à un traitement 
par une dioxine (Akahoshi et al. , 2006). RUNXl (facteur de transcription apparenté à 
Runt) est une famille de facteurs de transcription qui sont connus pour lier et 
fonctionner avec les membres d'une autre famille de facteur de transcription C/EBP 
dont C/EBP ~ est impliqué dans la survie neuronale (Sun et la., 2007). D'après les 
données recueillies à propos de ces différents facteurs de transcription, ces derniers 
devraient augmenter l'expression de la PIMT en réponse à la dopamine. L'effet 
inhibiteur observé de la dopamine envers l'expression génique de la PIMT pourrait 
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être expliqué par la présence d'un suppresseur qui modulerait l'effet activateur de ces 
différents facteurs de transcription. Cette supposition a été confirmée par la présence 
d'une région résistante à l'effet suppresseur de la dopamine située à - 61 /- 41 par 
rapport au site d' initiation de la transcription et qui contenait le site de liaison de 
Ahr/ AR. Ahr s' associe à des protéines chaperonnes dans le cytosol en absence de 
ligand (Guyot et al. , 2013). À la suite de sa liaison à un ligand, Ahr est transloquée 
vers le noyau où elle s' associe à ARNT. Ceci lui permet d' agir en tant qu ' activateur 
de l'expression de certains gènes via la liaison aux promoteurs de ces derniers. Une 
mutation potentielle au niveau du site de liaison d'Ahr a permis de supprimer l' effet 
inhibiteur de la dopamine sur l' activité du promoteur de la PIMT. Cependant, les 
mutations ponctuelles au niveau du site de liaison d' Ahr devraient inhiber la liaison 
de ce dernier au promoteur de PCMT 1. Ceci devrait se traduire par une inhibition 
maximale de l'activité du promoteur à cause de la sensibilité à l'effet de la dopamine 
de la région située à - 94/- 61 par rapport au site d' initiation de la transcription. Ceci 
suggère la présence d' un site de liaison d'un répresseur au niveau de la région du 
promoteur située entre - 61 et - 41 pb en amont du site d' initiation de la 
transcription. La liaison de ce répresseur se ferait sous l'effet de la dopamine 
cytosolique et des réactions qui en découlent afin d' inhiber l' expression génique de la 
PIMT. L'identité du répresseur n ' est toujours pas connue et constituerait une suite 
logique à cette étude en utilisant la technique d'immunoprécipitation de la chromatine 
(ChIP) en absence et en présence de dopamine. 
La dopamine subit différentes réactions enzymatique et non-enzymatique due 
à sa présence au cytosol et qui génèrent des ROS . L' inhibition de l'expression 
génique de la PIMT se fait par l ' intermédiaire de la production de ces ROS car le 
traitement des cellules avec différentes concentrations de peroxydes d'hydrogène a 
mené à des diminutions significatives au niveau de l' activité du promoteur de la 
PIMT. Aussi, le DMTU étant capable de contrer la diminution de l' activité du 
promoteur de la PIMT causée par la dopamine, ceci montre que non seulement les 
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ROS issus de l'oxydation de la dopamine sont des intermédiaires dans la modulation 
du gène de la PIMT mais que cela se fait via les radicaux hydroxyles puisque le 
DMTU en est un chélateur spécifique (dos Santos et al., 2007). Ceci suggère 
l'implication de la MAO dans la production de ces types de ROS. La réaction 
catalysée par la MAO sur la dopamine génère du peroxyde d'hydrogène qui est 
converti en radicaux hydroxyles via la réaction de Fenton en présence du fer. Les 
neurones dopaminergiques sont caractérisés par la présence de fer au niveau de la 
neuromélanine. Ainsi, le suppresseur agissant au niveau du promoteur de la PIMT 
semble être activé par les radicaux hydroxyles provenant du peroxyde d'hydrogène. 
Donc, une stratégie pouvant mener à son identification serait basée sur une analyse 
protéomique des protéines surexprimées, modifiées, ou localisées différemment lors 
d'un traitement au peroxyde d'hydrogène. 
La conséquence ultime de la production des ROS à partir de la dopamine 
intracellulaire est la mort cellulaire. Cette mort cellulaire est aussi induite par un autre 
pro-oxydant, la roténone. Cette dernière est un inhibiteur le complexe 1 de la chaîne 
de transport de la mitochondrie produisant ainsi des ROS (Betarbet et al. , 2000). La 
roténone est aussi capable d'inhiber la fonction du VMAT2 (Watabe et Nakaki, 2008) 
résultant en la libération de la dopamine dans le cytosol qui représente une source 
additionnelle de ROS. Ceci expliquerait le fait que la production de ROS et la mort 
cellulaire toutes deux causées par la roténone sont supérieures à celles causées par la 
dopamine. La plupart des toxines associées à la maladie de Parkinson telles que le 
MPP+ et le paraquat sont productrices de ROS et attaquent l' intégrité de la 
mitochondrie (Chinta et al., 2013) qui est le mécanisme d' action de la roténone. Cette 
dernière amène à une inhibition significative des niveaux protéiques de la PIMT. Par 
contre, une étude a montré que la production de ROS a mené à l'augmentation des 
niveaux protéiques de la PIMT (Fanélus et Desrosiers, 2008). Cette étude a été basée 
sur le traitement des cellules d'astrogliomes humains U-87 avec l'oxyde phénylarsine 
(PAO). Ce dernier est un dérivé de l'arsenic capable de réagir avec les groupements 
thiols proximaux des cystéines vicinales (Biaglow et al., 2006). Le PAO agit en 
167 
réticulant les cystéines vicinales via la formation d'un pont disulfure intramoléculaire 
(Stocken et Thompson, 1946). Les astrocytes sont des cellules du système nerveux 
central qui possèdent plusieurs rôles dont la distribution des métabolites tels que le 
fer passant par la barrière hémato-encéphalique aux autres types cellulaires incluant 
les neurones. Ainsi, les astrocytes possèdent une machinerie anti-oxydante et de 
détoxification qui lui permettent de lutter contre le stress oxydatif lié à la présence de 
fer libre (Dringen et al., 2007). Il est fort probable qu'il y ait eu une production 
minimale de radicaux hydroxyles qui sont normalement générés à partir du peroxyde 
d'hydrogène et du fer libre à cause des basses teneurs de ce dernier au niveau des 
cellules U-87. L'inhibition de l' expression génique de la PIMT étant basée sur la 
production de radicaux hydroxyles permet d'expliquer l' augmentation des niveaux de 
PIMT par d' autres types de stress oxydatif chez les astrocytes. Finalement, comme le 
PAO est capable de modifier la structure de nombreuses protéines, il est possible 
qu ' il inhibe l'activité de facteurs de transcription possédant des cystéines vicinales. 
Ceci aurait pour résultat de modifier l' expression d 'une panoplie de gènes. En ce qui 
concerne le gène de la PIMT, le PAO pourrait modifier la structure et l' action du 
répresseur sensible aux radicaux hydroxyles menant ainsi à une augmentation de 
l'expression génique de la PIMT. 
L' effet atténuant du NAC au niveau de l' inhibition des niveaux de PIMT et de 
la diminution de la survie cellulaire toutes deux induites par la dopamine redistribuée 
au cytosol est dû à son effet antioxydant. Le NAC permet de diminuer la production 
des ROS induite par la dopamine. Le NAC est le précurseur de la synthèse du 
glutathion (Dean et al., 2011 ). Le glutathion est un chélateur direct des ROS et 
pourrait neutraliser la réactivité nocive de la dopamine-o-quinone qui réagirait avec 
les résidus cystéinyles des protéines menant à leur inactivation (Dringen et Hirrlinger, 
2013). Aussi, le NAC peut chélater les ROS directement et notamment les radicaux 
hydroxyles et l'acide hypochlorique (Aruoma et al. , 1989). Ceci suggère que la 
dopamine pourrait inhiber l' action réparatrice de la PIMT à deux niveaux soit au 
niveau de l 'expression du gène via les radicaux hydroxyles et/ou au niveau de la 
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stabilité protéique via la réactivité de la dopamine-o-quinone. Ceci montre que la 
PIMT est une cible de choix durant la cytotoxicité oxydative induite par la dopamine 
dans les cellules de neuroblastome SH-SY5Y. 
Il serait aussi très utile de caractériser la PIMT et d' étudier ses mécanismes 
d'action dans les neurones induits des cellules souches d'individus atteints de la 
maladie de Parkinson. Ces cellules offriraient une façon d' étudier le rôle 
neuroprotecteur de la PIMT sous influence du bagage génétique favorisant le 
développement de la maladie de Parkinson. Ces cellules permettraient d 'étudier 
l' expression de la PIMT et son activité réparatrice en particulier envers les protéines 
impliquées dans la fonction synaptique. Ce type de cellules permettrait aussi 
d'éliminer les limitations provenant de l' utilisation de lignées cellulaires 
transformées. Ainsi, le caractère dopaminergique des cellules SH-SY5Y ne fait pas 
l'unanimité. Les cellules SH-SY5Y demeurent grandement utilisées car elles 
présentent un phénotype ressemblant à celui de neurones et expriment les marqueurs 
dopaminergiques (Korecka et al. , 2013). Les autres avantages qu' elles présentent sont 
la facilité et la reproductibilité de culture, ainsi que la facilité de les manipuler 
génétiquement par les méthodes de transfection (Korecka et al., 2013). Cette lignée 
cellulaire a été fréquemment utilisée en recherche que ce soit à un stade non-
différencié (Cheung et al., 2009) ou à un stade différencié suivant une induction par 
l'acide rétinoïque (Kito et al. , 1997). Certaines études ont démontré que la 
différenciation induite par l'acide rétinoïque augmentait le caractère dopaminergique 
des cellules SH-SY5Y en induisant l'expression de la TH (Lopes et al. , 2010) alors 
que d' autres n'ont montré aucun changement d' expression des marqueurs 
dopaminergiques suite au traitement (Cheung et al., 2009). Aussi, le traitement des 
cellules SH-SY5Y non-différenciées par la toxine MPP+ représente le modèle in vitro 
le plus utilisé pour l'étude de la maladie de Parkinson (Brillet Bennett, 2003). 
Une autre stratégie qui permettrait de caractériser le rôle de la PIMT lors de la 
cytotoxicité induite par la dopamine cytosolique serait de provoquer un déséquilibre 
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de la production et du stockage de la dopamine endogène. Afin de causer une 
surproduction de la dopamine deux directions peuvent être suivies soit une 
surexpression de la TH ou une inhibition de l 'expression de l' a-synucléine par un 
ARN interférant (ARNsi). Ces deux manipulations génétiques qu' elles soient 
transitoires ou stables mèneraient à une surproduction de la dopamine dans la cellule. 
Le stockage de la dopamine peut-être inhibé de plusieurs façons selon la cible 
choisie. La première cible serait le VMA T2 dont il existe plusieurs inhibiteurs. 
L' inhibiteur le plus utilisé du stockage des monoamines est la réserpine extraite de la 
plante Rauwolfia serpentina réputée pour traiter les morsures de serpents (Gilani et 
Rahman, 2005). La réserpine inhibe VMATl et VMAT2 (Erickson et al. , 1996) en se 
liant près du site de liaison des monoamines et en empêche ainsi le transport par 
occlusion (Darchen et al. , 1989). La liaison de la réserpine au VMA T2 est considérée 
irréversible à cause de sa faible dissociation du VMAT2 dans les conditions acides de 
la vésicule (Schuldiner et al. , 1993 ). La tétrabénazine représente un autre inhibiteur 
du stockage des monoamines mais qui est spécifique au VMA T2 (Scherman et 
Henry, 1984). La tétrabénazine se lie au VMAT2 à un site de liaison différent que 
celui de la réserpine et est considérée comme un inhibiteur réversible car sa liaison 
n' est pas affectée par le gradient à proton (Near, 1986). Finalement, l' amphétamine et 
ses analogues tels que la méthamphétamine sont aussi des inhibiteurs de la 
séquestration des monoamines (Monro et Conizer, 1950). Ce sont des inhibiteurs 
moins puissants que les inhibiteurs mentionnés auparavant et dont la stéréochimie est 
très importante pour l' efficacité de l' inhibition (Partilla et al. , 2006; Kilboum et al. , 
1995). D'autres composantes du stockage vésiculaire de la dopamine peuvent être 
inhibées. L' ATPase de type V est typiquement inhibée par des antibiotiques tels que 
les bafilomycines (Bowman et al. , 1988) alors que le gradient de protons peut-être 
dissipé des ionophores tels que le carbonylcyanide para-
trifluoromethoxyphenylhydrazone, le carbonylcyanide meta-chlorophenylhydrazone, 
l'antibiotique nigercine, ainsi que de hautes concentrations de bases telles que le 
chlorure d' ammonium (Russell, 1984; Christensen et al., 1990). Toutes ses stratégies 
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auront pour effet le relargage de la dopamine endogène vers le cytosol induisant ainsi 
une cytotoxicité oxydative permettant d'étudier l' expression génique et protéique de 
la PIMT ainsi que les mécanismes qui l' affectent dans un modèle cellulaire qui 
imiterait les mécanismes sous-jacents à la mort neuronale associée à la maladie de 
Parkinson. 
5.2 La PIMT protège contre l'apoptose induite par la dopamine dans les cellules 
SH-SYSY. 
La maladie de Parkinson est caractérisée par une mort spécifique des neurones 
dopaminergique de la SNpc. Un dysfonctionnement des mécanismes de stockage de 
la dopamine serait à l' origine de cette mort. La PIMT est une enzyme de réparation 
des protéines endommagées et qui possède des propriétés anti-apoptotiques. 
L' inhibition de son expression par un traitement à la dopamine favorisant une mort 
cellulaire implique que cette inhibition jouerait un rôle d' intermédiaire dans celle-ci. 
D'abord, l'étude de l' expression de différents marqueurs apoptotiques a permis de 
caractériser la mort cellulaire induite par la dopamine exogène comme étant de 
l' apoptose. En effet, il y a eu une diminution des niveaux de Bcl-xL et une 
augmentation des niveaux de p53 et de la forme active de caspase 3. Le fait que p53 
joue un rôle dans ce processus apoptotique a suggéré l' implication de la voie 
intrinsèque mitochondriale. Ceci a été confirmé par les mesures d' activité de la 
caspase initiatrice de la voie intrinsèque, la caspase 9. L' activité de cette caspase 
augmentait suite à un traitement à la dopamine. Ainsi, suite à l'entrée de dopamine 
dans la cellule et à l' incapacité de cette dernière de la séquestrer entièrement dans des 
vésicules, la dopamine cytosolique subit des réactions d' oxydation qui génèrent des 
métabolites réactifs qui non seulement endommagent de façon non-spécifique les 
macromolécules mais semblent avoir leur propre voie de signalisation qui cible 
différents gènes afin de causer la mort cellulaire. L'une des cibles visées est la PIMT 
mais aussi p53 qui induit l'expression de gènes pro- apoptotiques qui codent pour des 
protéines impliquées dans la voie intrinsèque de l 'apoptose (Vousden et Prives, 
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2011). Lorsque ces protéines réussissent à libérer le cytochrome c de la mitochondrie, 
il y a activation de la caspase 9 qui à son tour active les caspases exécutrices incluant 
la caspase 3 afin d' achever le processus apoptotique. Il existe un lien entre la PIMT et 
p53. La protéine p53 est un substrat de la réaction de méthylation catalysée par la 
PIMT à deux sites au sein de sa structure (Lee et al., 2012). Cette méthylation a pour 
effet d' inhiber l' activité de p53 et de protéger des cellules cancéreuse contre 
l' apoptose (Lee et al., 2012). La protéine p53 n' est pas la seule protéine impliquée 
dans l' apoptose et qui représente également un substrat de la PIMT. Bcl-xL est une 
protéine anti-apoptotique associée à la membrane externe mitochondriale et qui 
inhibe la libération du cytochrome c (Reed, 1997). Elle est sujette à la fmmation de 
résidus isoaspartyles et à la réparation par la PIMT durant le stress oxydatif causé par 
H20 2 chez les cellules endothéliales (Cinunino et al. , 2008). La forme isomérisée de 
Bcl-xL n'a pas été détectée par immunodétection suggérant qu ' elle n'est pas un 
substrat pour la PIMT lors du stress oxydatif généré par la dopamine chez les cellules 
SH-SYSY. Cette caractérisation du processus apoptotique induit par la dopamine a 
permis de valider le modèle utilisée pour cette recherche comme étant pertinent pour 
mieux comprendre les mécanismes moléculaires sous-jacents à la maladie de 
Parkinson puisque des marqueurs de l' apoptose ont été détectés dans les autopsies de 
cerveaux d'individus atteints de la maladie (Tatton, 2000) et dans les modèles 
animaux de la maladie (Viswanath et al., 2001 ). En plus, ceci renforcerait l' hypothèse 
selon laquelle une détérioration des mécanismes de stockage de la dopamine et la 
toxicité de cette dernière lorsqu' elle est présente au cytosol seraient à l'origine de la 
maladie de Parkinson. 
La surexpression de la forme active de la PIMT a permis de diminuer 
significativement la mort cellulaire, l' activation des caspases 3, et l' activité de la 
caspase 9 toutes induites par la dopamine. Cette propriété neuroprotectrice de la 
PIMT semble être basée sur son activité de méthylation/réparation. Cette propriété 
anti-apoptotique de la PIMT a été le sujet de plusieurs études et notanunent au niveau 
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des cardiomyocytes. Ces cellules subissent un processus apoptotique en répoi:ise à une 
insulte d'hypoxie/réoxygénation impliquant la protéine stérile mammifère 20 
ressemblant à la kinase 1 (Mstl) (Yan et al. , 2013). L' action pro-apoptotique de Mstl 
est déclenchée par son clivage via les caspases causant ainsi sa translocation au noyau 
et la phosphorylation de différents substrats (Ura et al. , 2001). Il a été démontré que 
cette dernière interagit avec la PIMT et que le résultat de cette interaction est 
l'atténuation de l' apoptose à travers l' inhibition de son activité. Mst 1 représente un 
autre substrat pro-apoptotique dont l' activité est inhibée par la PIMT comme c'est le 
cas de p53 (Yan et al. , 2013). Le rôle de Mstl au niveau des neurones n' est pas connu 
et mériterait d'être étudié. L' effet inhibiteur de la PIMT sur l' activité de Mstl 
pourrait être étudié par des tests d'activité de cette protéine car la PIMT ne semble 
pas avoir d'effet direct sur son expression. 
Il est évident au niveau de cette étude que l' apoptose est déclenchée par les 
ROS produits à partir de la dopamine cytosolique car le pré-traitement au NAC a 
aboli l' activation des caspases 9. La surexpression de la PIMT a permis de neutraliser 
l'augmentation des ROS produits suggérant une propriété antioxydante de la part de 
la PIMT. Cette conclusion est confirmée par plusieurs études incluant une étude 
utilisant des nématodes n'exprimant pas leur version de la PIMT (pcm-1). Ces 
nématodes mutants étaient plus sensibles au stress oxydatif produits par différents 
agents chimiques que les nématodes sauvages (Khare et al., 2009). Les agents pro-
oxydants utilisés lors de cetté étude chez les nématodes incluent le paraquat 
(herbicide lié à la maladie de Parkinson) et la juglone (quinone) supportant une 
implication du stress oxydatif provenant de la dopamine dans le déclenchement de la 
voie mitochondriale de l' apoptose qui est permise par une diminution de l'expression 
et ainsi de l'activité réparatrice de la PIMT. Cependant, il est primordial d'identifier 
les mécanismes d'action anti-apoptotiques et antioxydantes de la PIMT. Elle peut agir 
de deux façons soit par réparation directe des enzymes antioxydantes ou par la 
réparation d'un membre d'une voie de signalisation qui elle induit l' expression des 
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enzymes antioxydantes. Les deux possibilités sont supportées par des études. 
D'abord, les réactions de désamination ont été détectées au niveau de différentes 
formes de la superoxyde-dismutase suggérant que cette enzyme antioxydante pourrait 
être un substrat de la PIMT (Shi et al., 2013). Ensuite, d'autres études ont montré que 
la suppression de l'expression de la PIMT chez des souris a déclenché une activation 
constitutive de la voie de signalisation du facteur de croissance 1 de 
l'insuline/ressemblant à l' insuline (IGFl) menant à une activation de la voie de la 
protéine-kinase B (AKT) (Farrar et al., 2005; MacKay et al., 2012). Ceci suggère 
une implication de la PIMT dans des voies de signalisation probablement en activant 
des membres clés de ces voies par son action réparatrice. La voie des IGFs est une 
voie de signalisation importante pour le développement, la différentiation cellulaire, 
la plasticité, et la survie du système nerveux. Elle repose sur l' action de peptides 
(IGFs) sur plusieurs récepteurs afin d' initier une cascade de phosphorylations qui à 
leur tour régulent la transcription, la maturation synaptique et l' apoptose (Benarroch, 
2012). Le consensus actuel à propose de la voie des IGFs est qu ' elle est 
neuroprotectrice via l' activation de la voie AKT qui à son tour inactive les protéines 
pro-apoptotiques telles que Bad et la glycogène-synthase 3 kinase (GS3K) 
(Femandez et Torres-Aleman, 2012). Cependant, certaines études effectuées chez 
invertébrés et chez les mammifères ont démontré que dans certains cas cette voie via 
l' action de l' insuline et d' IGFl peut aggraver le traitement anormal des protéines 
associées au processus de vieillissement et aux maladies neurodégénératives (Cohen 
et Dillin, 2008). Cette voie de signalisation a été profondément étudiée au niveau des 
invertébrés mais est peu connue au niveau des mammifères (Kenyon et al., 1993). La 
voie de signalisation d' IGFl semble affecter la durée de vie des vers et des mouches. 
Son activation est basée sur DAF-2 qui initie une cascade de réaction via la 
phosphorylation du facteur de transcription DAF-16 (Lee et al., 2001). Une fois 
phosphorylé, DAF-16 ne peut plus rentrer dans le noyau et donc est incapable de 
réguler l'expression de certains gènes incluant la superoxyde-dismutase (SOD), la 
catalase et la Hsp70 (McElwee et al., 2003). La suppression de DAF-2 chez les 
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nématodes induit une hyperactivité de DAF-16 résultant en des vers qui vivent plus 
longtemps (Kenyon, 2001). Ces études et observations ont pu être répliquées chez les 
souris (Holzenberger et al., 2003). Ainsi, il est primordial d'élucider le rôle 
antioxydant de la PIMT en identifiant les substrats protéiques sur lesquels elle agit et 
qui joueraient un rôle dans le ralentissement de la mort cellulaire causée par la 
dopamine. 
5.3 Perspectives 
Il existe encore plusieurs zones d'ombre qui demeurent sans réponse en ce qui 
concerne la maladie de Parkinson. Afin d'élucider ces questions, une collaboration 
entre différents domaines de la biochimie incluant la génétique, la protéomique, la 
métabolomique, l'épi génétique, et les techniques d' imagerie, est essentiel. La 
difficulté à trouver un traitement pour la maladie de Parkinson fait face à un premier 
obstacle basé sur le fait que cette dernière n'est plus considérée comme une entité 
pathologique unique. Ainsi, la maladie de Parkinson semble représenter un ensemble 
de sous-types pathologiques causés par différents mécanismes (Thenganatt et 
Jankovic, 2014). Ainsi, les symptômes psychiatriques et les troubles cognitives sont 
de plus en plus considérés comme des contributeurs majeurs à la maladie. Ces 
symptômes non-moteurs incluant la dystonie neurovégétative, l' hyposmie, et le 
trouble du comportement en sommeil paradoxal (TCSP) peuvent apparaître des 
années, voir des décennies, avant les symptômes moteurs. Aussi, la description 
traditionnelle de la maladie de Parkinson est contestée à partir du fait que certaines 
formes familiales de la maladie ne présentent pas la déposition sélective de l'a-
synucléine et la présence de LB. En outre, l' agrégation de l' a-synucléine a été 
observée au niveau du cerveau d ' individus ne présentant pas les symptômes de la 
maladie de Parkinson (Thenganatt et Jankovic, 2014). 
Le deuxième obstacle auquel fait face la recherche liée à la maladie de 
Parkinson est le fait que le diagnostic de cette maladie repose encore sur la présence 
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des symptômes moteurs. Ceux-ci se manifestent lorsque 60 % des terminaux 
dopaminergiques de la SNpc ont déjà été perdus. Ainsi, il est urgent de trouver des 
biomarqueurs à haute valeur prédictive qui permettraient d' identifier les individus à 
risque de développer la maladie (Wu et al. , 2011). Le diagnostic de la maladie de 
Parkinson se déplacerait donc en dehors du système nerveux central et plus vers la 
périphérie avec des biopsies du colon et d' autres tissus qui accumulent l' a-synucléine 
(Wu et al., 2011). 
Le troisième obstacle consiste à comprendre le lieu et l'événement à l' origine 
du processus neurodégénératif. Certaines études ont montré que l'origine du 
processus pathologique lié à la maladie ne provient pas nécessairement du corps 
neuronal mais plutôt des axones distaux. Ainsi, la maladie de Parkinson serait une 
forme d'axonopathie à mort rétrograde. D' autres études ont débouché sur une 
hypothèse expliquant la propagation neurodégénérative. Cette hypothèse est appelée 
hypothèse de la transmission et qui serait basée sur le fait que la progression de la 
maladie serait médiée par l' ensemencement de protéines mal repliées. Dans le cas de 
la maladie de Parkinson, l' a-synucléine agirait comme un prion (Recasens et al., 
2014). Cependant, d 'autres protéines auraient cette propriété incluant tau, la 
huntingtine, et la SOD-1 (Recasens et al., 2014). 
À l'origine de cette hypothèse sont les différentes études au sujet de la 
distribution neuroanatomique des LB, et plus précisément ceux de Braak et collègues 
qui ont proposé différents stades de la maladie définis par la pathologie et les 
symptômes moteurs et non-moteurs qui lui correspondent (Braak et al. , 2003). Selon 
leur modèle, des nouvelles régions du cerveau sont atteintes à chaque stade successif 
de la maladie, alors que la pathologie devient plus sévère dans les régions déjà 
affectées. Au niveau des stades 1 et 2, la pathologie apparait majoritairement au 
niveau des noyaux inférieurs du tronc cérébral, les noyaux olfactifs, et les neurones 
périphériques. La pathologie au niveau du mésencéphale (incluant la SNpc) 
n'apparait qu 'aux stades 3 et 4 qui sont accompagnés par l'apparition des symptômes 
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moteurs. Les stades 5 et 6 sont caractérisés par des LB au mveau des régions 
néocorticales qui sont intimement liés à la démence de la maladie de Parkinson alors 
que la présence de LB dans le cortex temporal médian est associée à des 
hallucinations (Irwin et al., 2012). Ce modèle de Braak suggérerait une propagation 
progressive des LB telle une transmission pathogénique de cellules contaminées vers 
des cellules saines (Braak et al. , 2003). De multiples tours de transmissions peuvent 
mener à l'expansion des LB à travers le système nerveux. Cette thèse a été confortée 
par la détection des LB au niveau des neurones gastro-intestinaux, cardiaques et 
olfactifs lors des premiers stades de la maladie de Parkinson. Ceci suggére que la 
propagation des LB peut se dérouler sur de longues distances. En plus, l' analyse post-
mortem de patients atteints de la maladie de Parkinson qui ont reçu des greffes 
mésencéphaliques a montré la présence des LB dans les neurones greffés (Kordower 
et al., 2008). 
L' a-synucléine représente la composante majeure des LB. Une partie 
considérable de l'a-synucléine extraite de cerveaux atteints de la maladie de 
Parkinson est insoluble et présente des modifications post-traductionnelles incluant le 
clivage protéolytique, l'hyperphosphorylation, l'ubiquitination, la nitrosylation, et 
l'oxydation (Hasegawa et al. , 2002; Giasson et al., 2000; Li et al., 2005). Cette 
protéine est aussi sujette à l'accumulation de résidus isoaspartyles (Vigneswara et al., 
2006; Zhu et al., 2006). Cependant, l'une des premières approches expérimentales 
suggérée pour la suite de ce projet est de démontrer une accumulation concomitante 
des résidus isoaspartyles au niveau de l 'a-synucleine avec la diminution de 
l'expression de la PIMT dans un modèle de Parkinson. Il serait aussi très important 
de vérifier cette accumulation au niveau des cerveaux atteints de la maladie de 
Parkinson via une analyse protéomique post-mortem. 
Au niveau des LB, l' a-synucléine existe sous forme de fibrilles amyloïdes 
riches en feuillets p. Cet arrangement structural est partagé par les protéines qui 
s'accumulent lors de maladies neurodégénératives telles que la maladie d' Alzheimer, 
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la maladie de la polyglutamine, et les maladies des prions. Les formes extra- et 
intracellulaires des amyloïdes sont des catalyseurs puissants de la perte de 
conformation des protéines de même origine en agissant comme un modèle 
moléculaire afin de recruter les protéines endogènes pour former des agrégats 
fibrillaires amyloïdes (Luk et Lee, 2014) . Cette propriété a été démontrée pour l' a-
synucléine in vitro et in vivo. Ainsi, l' introduction de petits fragments d ' a-synucléine 
fibrillaire dans des lignées cellulaires exprimant l' a-synucléine a mené à la 
conversion de l'a-synucléine cellulaire en des inclusions ressemblant aux LB (Luk et 
al., 2009). En plus, l' injection des lysats de cerveau provenant de souris 
transgéniques surexprimant une forme mutée (A53T) de l' a-synucléine a induit la 
formation d'inclusions riches en a-synucléine chez les animaux injectés (Mougenot et 
al., 2012; Luk et al. , 2012). Cette étude in vivo a mené à la diminution du taux de 
survie des animaux qui est lié à l'apparition de symptômes comportementaux (Luk et 
al. , 2012). Enfin, les formes altérées de l ' a-synucléine ont été détectées au niveau du 
liquide céphalo-rachidien d' individus atteints de la maladie de Parkinson (Tokuda et 
al., 2010). Des formes extracellulaires de la PIMT ont également été détectées dans 
ce même liquide (Burgess et al., 2006). Il serait très intéressant d' analyser la structure 
et les modifications post-traductionnelles présentes au niveau des formes 
extracellulaires de l' a-synucléine avec un intérêt particulier pour l'accumulation de 
résidus isoaspartyles. Ceci représenterait un premier pas vers la démonstration de 
l'activité réparatrice de la PIMT au niveau extracellulaire in vivo . 
L' a-synucléine semble avoir un lien particulier avec la protéine tau qui est un 
autre substrat de la PIMT (Watanabe et al. , 1999; Shimizu et al., 2000). L'a-
synucléine est capable d'agir comme un modèle conformationnel pour 
l'ensemencement croisé de la fibrillisation de la protéine tau (Guo et al., 2013). Ceci 
est conforté par le fait que les inclusions de protéines tau et d' a-synucléine se 
trouvent parfois à grande proximité (Galloway et al. , 1989; Ishizawa et al., 2003). Le 
fait que la PIMT agit sur des protéines impliquées dans des maladies 
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neurodégénératives via leurs agrégations suggère un rôle réparateur et 
neuroprotecteur de l'enzyme. Ces protéines sont capables de transmettre la pathologie 
neurodégénérative vers des régions saines du cerveau par déplacement et induisent 
l'agrégation de protéines de même origine. Lors de ce mécanisme d' ensemencement, 
la cellule réceptrice peut se défendre soit en dégradant ces fibrilles protéiques soit en 
réparant les modifications structurales causant leur agrégation. Dans des cas où les 
systèmes de dégradation protéique sont compromis comme dans le cas · de la maladie 
de Parkinson, les systèmes de réparation de protéines tels que la PIMT deviennent 
cruciaux et représentent ainsi la seule et unique ligne de défense contre l' agrégation 
de l'a-synucléine. La démonstration qu'une surexpression de la PIMT permet d' éviter 
l' agrégation de l'a -synucléine cellulaire causée par l'introduction de fibrilles d' a.-
synucléine permettrait de consolider l' effet neuroprotecteur de la PIMT et établirait 
son étude comme une composante incontournable de la lutte contre la progression de 
la maladie de Parkinson. 
5.4 Conclusions 
La PIMT à travers son activité réparatrice des protéines endommagées joue un 
rôle important dans la survie neuronale lors de la cytotoxicité oxydative induite par la 
dopamine. La PIMT à travers cette étude semble jouer un rôle principal de protection 
contre le processus neurodégénératif lié à la maladie de Parkinson. La PIMT exerce 
cette propriété via une fonction antioxydante qui pourrait être une réparation directe 
d'une enzyme requise pour lutter contre le stress oxydatif induit par la dopamine 
cytosolique ou en étant impliquée dans l'activation ou réparation d'un membre d'une 
voie de signalisation de survie ou d'apoptose. Une des enzymes antioxydante, la SOD 
représente un substrat potentiel de la PIMT (Shi et al. , 2013). La diminution des 
niveaux d' expression de la PIMT durant le stress oxydatif induit par la dopamine 
aurait pour effet une accumulation de résidus isoaspartyles au niveau de la SOD 
menant à son inactivation. Ceci aurait pour effet d'accentuer le stress oxydatif 
179 
aboutissant à la mort neuronale. La modulation de l'expression de la PIMT semble 
affecter l' activation de la voie de signalisation d'IGFl. 
L' expression de la PIMT est réprimée par le stress oxydatif généré par la 
dopamine cytosolique. Cette étude suggère que cette répression se fait par 
l' intermédiaire d'un répresseur qui agit au niveau du promoteur du gène. 
L'identification de ce répresseur activé par les ROS est primordiale car son inhibition 
constituerait une stratégie thérapeutique afin d'atténuer le processus apoptotique 
associée à la dopamine et peut être une nouvelle thérapie pour la maladie de 
Parkinson. 
Ainsi, le rôle de la PIMT n 'est pas entièrement connu mais il est évident que 
cette enzyme est une cible de choix lors de la cytotoxicité oxydative provenant de la 
dopamine. La diminution de son expression semble faire partie intégrante d' une série 
d'évènements que la cellule entreprend lors d'un excès de dommages aboutissant à la 
mort de la cellule. Ce processus permet d'éliminer des cellules compromises afin 
d'éviter l' apparition de maladie telles que le cancer. Sauf que dans le cas des 
neurones qui sont des cellules qui ne se renouvellent pas, l' apoptose devient une 
source de maladies qui dans ce cas sont neurodégénératives. D'où l' importance de 
comprendre l'événement initial qui les déclenche afin de pouvoir ralentir ou inverser 
le processus neurodégénératif. 
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